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APRESENTACAO

A utilizacdo de macroinvertebrados aquaticos, que incluem as comunidades
bentonicas, para o diagnéstico de qualidade de ecossistemas aquaticos
continentais remonta ao inicio do século XX. Desde entdo, muitos indices e
protocolos foram desenvolvidos para sua aplicacdo em programas de
biomonitoramento, especialmente para ecossistemas ribeirinhos de baixa ordem
e rasos (nascentes, corregos, riachos), sendo atualmente a biota mais empregada
para este fim (FLOTEMERSCH et al.,, 2006). Porém, os métodos utilizados
nestes protocolos ndo se aplicam aos ambientes mais profundos, como os rios e
reservatorios investigados na rede de monitoramento da Companhia Ambiental

do Estado de Sao Paulo (CETESB).

A despeito de Thienemann ter empregado a comunidade bentdnica na tipologia
de lagos desde 1925 (BRINKHURST, 1974), protocolos para o
biomonitoramento de reservatérios e grandes rios ainda sdo escassos na
literatura, podendo ser citados Gerritsen et al. (1998), Gerritsen et al. (2000) e
Flotemersch et al. (2006). Os primeiros dois trabalhos, voltados para lagos e
reservatorios, subsidiaram muitas decisdes tomadas na padronizacdo dos
métodos adotados neste protocolo. Ja o trabalho de Flotemersch et al. (2006),
desenvolvido para grandes rios, realiza coletas marginais, utilizando os
mesmos métodos aplicados em riachos. Como os grandes rios do estado de Sao
Paulo sdo em geral encaixados, com margens profundas ou cobertas por bancos

de vegetacdo (alagados), ndo permitiriam o emprego destas técnicas.

O uso de comunidades no diagnéstico da qualidade ambiental de recursos
hidricos do estado de Sao Paulo pela CETESB iniciou-se ainda em sua formacao,
no inicio da década de 1970, a partir do qual foram realizados estudos em
ambientes criticos, como nos rios Atibaia (JOHNSCHER-FORNASARO et al.,
1979), Moji-Guagu (CETESB, 1980a), Sorocaba (PIVA et al., 1980b), Cubatao
(JOHNSCHER-FORNASARO; ZAGATTO, 1987), Ribeira de Iguape
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(HENRIQUE, 1998) e nos reservatérios Salto Grande-Americana (ROCHA,
1972), Guarapiranga (ROCHA, 1976) e Billings (ROCHA, 1984, KUHLMANN
et al., 1997, KUHLMANN; TRUZZI; JOHNSCHER-FORNASARO, 1998), aos
quais somaram-se estudos de desenvolvimento metodolégico para o

estabelecimento deste protocolo.

A insercao das anélises de comunidades biolégicas na rede de monitoramento
do estado de Sao Paulo foi impulsionada pela Resolugao da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sao Paulo (SMA) n° 65 (SAO PAULO, 1998), que
incentivava a criacdo de novos métodos de diagnostico, que abordassem o uso
de indicadores biol6gicos. Foram entdo criados grupos de trabalho para o
desenvolvimento destes indices e uma primeira versio do Indice de
Comunidade Bentoénica (ICB), jA seguindo a abordagem multimétrica, foi
concebida por profissionais da CETESB (MSc Guiomar Jonhscher-Fornasaro e
Dra Monica Luisa Kuhlmann) e pesquisadores da Universidade de Sao Paulo
(USP) (prof. Dra Gisela Yuka Shimizu e prof. Dra Ana Lucia Brandimarte), da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) (prof. Dra Alaide Aparecida
Fonseca Gessner e prof. Dra Suzana Trivinho-Strixino), Universidade Cidade de
Sdo Paulo (UNICID) (prof. Dr Mauricio Anaya) e Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) (prof. Dra Renata Maria Guereschi). Posteriormente,
com projetos especificos, o ICB recebeu diferentes versoes, de acordo com o tipo
de ambiente em estudo (rios, sublitoral e profundal de reservatérios) e teve
alguns de seus indices formadores alterados e/ou ajustados, mesmo depois da
insercdo da andlise de comunidade bentdnica entre as variaveis da rede de
monitoramento do estado de Sao Paulo, em 2002.

Embora ambientes de grande porte em geral estejam sujeitos a um maior
nimero de interferéncias e apresentem alta capacidade de assimilacao,
dificultando a investigacdo de relacdes causais de impactos individuais
(FLOTEMERSCH et al., 2006), a rede de monitoramento do estado de Sao Paulo
tem priorizado a avaliacdo destes ambientes em sua malha de amostragem.

Essa diretriz relaciona-se em parte com a caracteristica fisiondmica da nossa
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rede hidrogréfica, rica em rios encaixados e de médio e grande porte, mas
também pelo histérico das preocupagdes ambientais em ecossistemas aquaticos
do estado, iniciado com a influéncia deletéria das grandes industrias da regido
do ABC sobre o rio Tamanduatei. Além disso, a analise de bentos na rede de
monitoramento foi incorporada na andlise integrada de qualidade dos
sedimentos, tendo sua metodologia se adequado a esta aplicacdo. Este protocolo
descreve os métodos de amostragem e anédlise das comunidades bentonicas em

rios e reservatorios utilizados nesta rede.
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PROTOCOLO PARA O BIOMONITORAMENTO COM AS COMUNIDADES BENTONICAS DE RIOS E
RESERVATORIOS DO ESTADO DE SAO PAULO

1 INTRODUCAO

Os macroinvertebrados aquaticos sdao aqueles selecionados em rede de no
minimo 0,20 mm (ou 200 pm) de abertura (ROSENBERG; RESH, 1993). Em
ecossistemas dulciaquicolas englobam espécies de Insecta, Annelida
(principalmente Oligochaeta e Hirudinea), Nemertinea, Crustacea (Decapoda,
Amphipoda e Isopoda), Mollusca (Bivalvia e Gastropoda) e alguns Turbellaria e
Bryozoa. Colonizam o substrato de fundo dos ambientes aquaticos (bentos),
onde podem viver na agua de fundo (hiperbentos), sobre o substrato (epifauna),
se enterrar em sedimento mais fino (infauna) ou ocupar os espagos entre os
grdos de areia (fauna intersticial). Mas também podem ser encontrados
associados as macrofitas (fitéfilos) ou ao filme superficial (néuston). Em
ambientes rasos e marginais, a separacdo entre estes ultimos e a fauna
verdadeiramente bentonica ndo ¢é possivel, mas os macroinvertebrados
encontrados em ambientes profundos tém habito de vida bentdnico.

Esta biota é componente essencial para o funcionamento dos ecossistemas
aquaticos, atuando nos processos ecolégicos de transferéncia de energia e de
ciclagem de nutrientes. Além disso, tem papel na movimentacdo de
contaminantes e nutrientes dos sedimentos por: 1) biorrevolvimento ou
bioturbagdo, alteracdo fisica e quimica dos sedimentos promovido pelas
populacdes que se enterram; 2) bioacumulagdo, em que a concentragdo corporea
de determinada substancia tende a aumentar com o tempo de contato do
organismo a ela; 3) transferéncia tréfica ou biomagnificacdo, quando a
concentracdo aumenta com o nivel tréfico; 4) biodegradacdo, quando ha
transformacao, apds ingestao, da substancia pelo bentos; e 5) migra¢do, quando
o contaminante é transportado para outro sistema ou trecho do mesmo
ambiente como, por exemplo, na emergéncia de insetos cujas larvas sdo
aquaticas.

As comunidades de macroinvertebrados bentonicos retratam a diversidade
ecolégica do meio aquético por serem formadas por populacdes de hébitat e
hébitos alimentares variados. Esta biota responde especialmente bem aos
impactos de origem antréopica e tem sido utilizada como indicadora da
qualidade ecolégica para toda a biota aquatica por viver em situacdo extrema.
Por serem sedentarias ou de motilidade reduzida e estarem associadas ao
sedimento, suas populagdes sdo as primeiras a sofrerem as consequéncias
deletérias das atividades humanas do entorno. Além disso, o sedimento é o
ponto final de grande parte da carga poluidora que adentra o ambiente
aquatico e é na adgua proxima ao leito que os teores de oxigénio dissolvido
podem, rapidamente, atingir teores limitantes a vida.

Consequentemente, os macroinvertebrados tém sido usados na tipologia de
lagos (BRINKHURST, 1974) e na avaliacdo biolégica da qualidade da 4gua, em
projetos de diagnose e de monitoramento ambiental. Nestes estudos, apesar das
variaveis fisicas e quimicas apresentarem respostas mais rapidas, a aplicagao de
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PROTOCOLO PARA O BIOMONITORAMENTO COM AS COMUNIDADES BENTONICAS DE RIOS E
RESERVATORIOS DO ESTADO DE SAO PAULO

dados das comunidades biolégicas, justifica-se por: 1) integrarem a acdo de
véarias fontes de impacto sobre os ecossistemas aquaticos, incluindo alteragdes
fisicas, como a retirada da mata ciliar; 2) integrarem a acdo de varios
contaminantes, situacdo esta mais comum tanto em descargas industriais
quanto domésticas, e que podem vir a exibir efeitos sinérgicos ou antagonicos;
3) responderem a niveis de contaminantes nao detectdveis pela metodologia
quimica; 4) responderem aos novos contaminantes, cuja metodologia analitica
ainda estd em desenvolvimento; 5) acusarem a ocorréncia de despejos
intermitentes, como é caracteristica da emissao de efluentes industriais e 6)
serem medida direta da qualidade ecolégica do local, servindo como indicador
de metas de qualidade para a biodiversidade.

O wuso formal destes organismos como indicadores da qualidade de
ecossistemas aquéticos comecou no inicio do século XX, quando Kolkwitz e
Marsson introduziram espécies do grupo no Sistema Saprobiano (CAIRNS;
PRATT, 1993). Desde entdo, varios indices foram desenvolvidos ao redor do
mundo, com o intuito de traduzir as respostas biolégicas em ntimeros que nao
s0 possibilitam o dimensionamento de impactos como sao mais facilmente
compreendidos pelos gestores de recursos hidricos. Estes indices podem se
basear no potencial bioindicador dos diferentes grupos que compdem a biota
(p- ex. os indices bibticos), na estrutura da comunidade (p. ex. os indices de
diversidade), ou ser uma mistura destes (os indices multimétricos). E
importante frisar que a maioria dos indices biéticos existentes foi desenvolvida
para riachos e nao sao aplicaveis para rios de médio e grande porte e, muito
menos, para reservatérios. O mau uso destes indices pode resultar em
diagnosticos  erréoneos e, consequentemente, decisdes equivocadas,
comprometendo a satide do meio ambiente.

O monitoramento é um processo definido pela Resolucao do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/05 (BRASIL, 2005) como sendo de
“medicao ou verificagdo de parametros de qualidade e quantidade de agua, que
pode ser continua ou periddica, utilizada para acompanhamento da condigao e
controle da qualidade do corpo d’agua”. No monitoramento ambiental, andlises
de comunidades sao utilizadas para avaliar a qualidade ambiental com vistas a
protecdo da biodiversidade, ou seja, a qualidade ecolégica do corpo d’agua. A
mesma Resolucao 357 sugere a aplicacdo de comunidades aquaticas, “quando
apropriado”, em seu artigo 8°, 3° paragrafo.

Outro uso desta biota em meio ambiente estd nos estudos de avaliacdo de
impacto, em processos de licenciamento ambiental que envolvam obras de
grande porte e/ou impacto sobre ecossistemas aquaticos. Neste contexto, a
comunidade de macroinvertebrados pode ser inserida tanto na fase de diagnose
ambiental quanto como instrumento para o acompanhamento de possiveis
impactos sobre os recursos hidricos envolvidos (monitoramento). Algumas
diferencas metodolégicas sobre o uso em monitoramento devem ser
consideradas na fase de diagnose. No levantamento inicial espera-se um
inventdrio dos componentes da biota, ou seja, a amostragem deve ser
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exploratdria e buscar capturar exemplares de todas as populagdes existentes no
trecho em estudo, e a identificacdo taxondmica deverd atingir o nivel mais fino
possivel para que questdes sobre a ocorréncia de: espécies pertencentes as listas
(federal e/ou estadual) de ameacadas de extingdo (anexo A), espécies exéticas
invasoras ou com potencial de bioinvasdo (anexo B), espécies ou grupos
endémicos, espécies ou grupos sensiveis ao impacto previsto, espécies ou
grupos indicadores, que possam inclusive ser apontados para um plano de
monitoramento, sejam contempladas na discussao dos resultados.

Além de sua aplicacdo ao nivel de comunidade, que confere alta relevancia
ecolégica ao dado de macroinvertebrados aquaticos, a avaliagdo da frequéncia
de deformidade em mento de larvas do género Chironomus (Diptera:
Chironomidae) pode ser util na diagnose de problemas de uma bacia. Estas
deformidades sao em geral consideradas de natureza teratogénica, ou seja, ndo
sdo transferidas para a geracdo seguinte, desaparecendo o efeito assim que o
agente causador for afastado (BIRD; SCHWARTZ; JOSEPH, 1995). Mas,
segundo Bird, Schwartz e Joseph (1995), algumas deformidades que mantém a
simetria bilateral do espécime e que sdo observadas em culturas do género
podem ser mutagénicas, neste caso, passando para a prole. De qualquer
maneira, parece nao haver inviabilidade da populagao, servindo como medida
de efeitos subletais in situ. Segundo literatura (KUHLMANN; HAYASHIDA;
ARA(I]O, 2000), essas deformidades estdo associadas a presenca de
contaminantes quimicos no ambiente, sendo apontados como causadores,
PCBs, HPAs, metais pesados, pesticidas e hormonios e podem indicar
contribui¢des desta natureza ao recurso hidrico avaliado.

2 PLANEJAMENTO AMOSTRAL

No planejamento amostral é primordial delinear adequadamente a questao a
ser respondida. E a partir dela que se definirad, por exemplo, os recursos
hidricos a serem amostrados, a posicdo dos pontos de coleta e o tipo de
amostragem a ser realizada.

2.1 Locais ou pontos de coleta

Como variavel ecolégica, destinada a avaliar a qualidade de um corpo d’dgua
para a sustentagdo da biodiversidade aquética, as amostragens de comunidades
bentonicas devem ser inseridas em redes de monitoramento, apenas em locais
com tal preocupacao.

Entre os pontos de coleta selecionados, pode ser crucial a definicdo de um ou
mais locais referéncia, ou seja, ambientes com caracteristicas fisicas similares
aquele que sera estudado, preferencialmente localizados na mesma bacia
hidrografica, mas que apresente nenhuma ou minima interferéncia humana. Em
rios e reservatorios do estado de Sao Paulo é muito improvavel poder trabalhar
com a primeira condicao.
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Foto 1 - Acessos para embarcacao: entre o ideal e o possivel

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann (2001) e Lucy Lina Ogura (2012)

Para a localizagdo inicial dos pontos de coleta podem ser utilizadas ferramentas
como cartas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (p. ex. na
escala 1:50.000), mapas rodovidrios e imagens do Google Earth. E, em redes de
monitoramento, é muito importante que as agéncias ambientais e/ou
prefeituras e/ou comités de bacia possam opinar no momento de insercdo de
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um ponto na bacia hidrogréfica de sua responsabilidade, j& que conhecem os
problemas da regido. De qualquer modo, é crucial uma visita para
reconhecimento do local antes do trabalho de coleta. Nesta vistoria, os técnicos
de campo definirdo se o local permitird o uso de embarcacdo, qual tipo de
embarcacdo a ser empregada e o local de acesso da embarcacado ao corpo d’dgua
(foto 1). Se ndo houver possibilidade de uso da embarcagdo e nao houver outro
tipo de apoio para a coleta, como um pier, o ponto devera ser deslocado. S6
depois de definido um local apropriado pelos técnicos de campo é que se faz a
caracterizacdo do ponto de coleta, anotando suas coordenadas geograficas com
GPS e outras referéncias de localizacdo do ponto, dados de uso e ocupacado de
solo, de ocorréncia de fauna e do grau de preservacdo da mata ciliar. Pode-se
também fazer um croqui do ponto, apontando as principais referéncias de
localizacdo, como estradas e ruas.

2.2 Habitats

Nos ambientes aquéticos, as condigdes fisicas, quimicas e biolégicas variam ao
longo de seus eixos transversal e longitudinal, criando zonas ecolégicas as quais
diferentes populacdes bioldgicas estardo melhores adaptadas a se instalar.
Consequentemente, as comunidades diferirdo nos mesohabitats formados. Em
reservatorios, comunidades bentonicas distintas sdo formadas nas regides
litoral, sublitoral e profundal (gradiente transversal), na zona de transicdo
(bracos) e no corpo central (gradiente longitudinal), em funcdo da agdo de
ondas, da ocorréncia de macrofitas, da variabilidade e tipo de substrato, da
distribuicdo quimica, da incidéncia de luz, da estrutura térmica da massa
d’agua, da flutuagdo de nivel e da hidrodindmica. Em rios, as comunidades das
margens deposicional e erosional e do canal distinguem-se principalmente em
funcdo da hidrodinamica que define, por exemplo, o tipo do substrato e o
estabelecimento da vegetacdao aquéatica. Como, em geral, os indices utilizados no
diagnostico ambiental sdao também sensiveis a estas diferencas, decorrentes da
zonacdo, é fundamental padronizar o mesohabitat a ser monitorado, evitando-
se com isso que a variabilidade natural ndo confunda o diagnéstico.

Em reservatoérios, as coletas sao realizadas em seu corpo central, em geral a uma
distancia suficiente para evitar as interferéncias promovidas pelas operagdes da
barragem (adota-se, por exemplo, a distancia de 2 km da barragem). Na 4rea de
amostragem sdo obtidas amostras das regides sublitoral e profundal. As
comunidades da regido sublitoral sdo utilizadas ndo apenas por serem mais
diversas que as da profundal, mas também por melhor retratarem as condicoes
de qualidade da agua e do estado geral do ambiente para a biodiversidade
aquatica (KUHLMANN et al., 2005). Além disso, em funcao da profundidade
em que se encontram, nao sofrem a influéncia de ondas e a heterogeneidade de
habitats da regido litoral (GERRITSEN et al., 1998). Sao preferidas margens que
apresentem algum grau de conservacdo das matas, de modo que o dado ndo
responda exclusivamente ao uso do solo imediato a &rea de coleta. As
comunidades da regido profundal, embora naturalmente mais restritas, sdo
Unicas para o diagnoéstico da qualidade dos sedimentos finos, que se depositam
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nas regides mais profundas e calmas do sistema e que carregam consigo os
contaminantes introduzidos por atividades antrépicas na bacia.

Em rios, as coletas sdo realizadas nas regides de deposicdo (margens
deposicionais) de forma que os resultados se encaixem nos diagnésticos de
qualidade de aguas e de sedimentos, para a preservagdo da biodiversidade
aquatica. Shimizu e colaboradores (2002) e Watanabe (2007) observaram que a
fauna da margem deposicional mostrou-se suficientemente sensivel para o
dimensionamento da qualidade ecolégica de rios. As margens de deposicdo sdao
mais facilmente reconhecidas na face interna de curvas (foto 2)

Foto 2 - Margem deposicional

e TS

Fonte: Paulo Sérgio n(;ales Rocha (2002)

2.3 Periodo de amostragem

Variagdes sazonais também influenciardo a estrutura da comunidade e
consequentemente os indices que as descrevem, devendo, portanto, ser
evitadas. No periodo de verdo chuvoso, por exemplo, quando o aumento das
vazdes ocasiona o arraste de parte da fauna em rios e a distribuigdo irregular de
calor ao longo da coluna d’4gua pode promover o estabelecimento de
termoclinas em reservatérios mais profundos, é esperada menor diversidade e
riqueza em rios e nas regides profundas de reservatorios. Estas alteragdes
naturais do ambiente atuam nos indices de forma similar a um impacto
antrépico negativo sobre a biota bentonica, confundindo o diagnéstico. Assim,
este periodo deve ser evitado para amostragem com fins de avaliacdo da
qualidade ecolégica do ambiente.

O inverno seco foi o periodo de coleta padronizado para o biomonitoramento
com macroinvertebrados bentonicos no estado de Sao Paulo, por ser um
periodo associado a menores vazdes e, portanto, ao aumento da concentracao
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de poluentes, deixando a fauna mais vulneravel aos efeitos de efluentes e, sob
condi¢des naturais, ainda apresentar riqueza elevada (KUHLMANN et al,,
2005) e por ser o periodo de mistura da massa d’agua em reservatoérios que
estratificam (COELHO-BOTELHO et al., 2006).

24 Frequéncia de amostragem

As andlises de macroinvertebrados podem ser demoradas e um incremento na
frequéncia de coleta reduzira o alcance espacial do biomonitoramento. Uma vez
padronizado o periodo de coleta, espera-se que variagdes sazonais tenham
pouca ou nenhuma interferéncia sobre os dados. Consequentemente, na rede de
monitoramento do estado de Sdo Paulo preferiu-se aumentar o ntmero de
locais diagnosticados e manter apenas um periodo anual para a coleta das
amostras (inverno seco).

2.5 Natureza do dado

Os dados podem ter natureza quantitativa, qualitativa ou semi-quantitativa. No
primeiro caso é possivel trabalhar com as densidades populacionais, no
segundo apenas com a riqueza e, no terceiro, com abundancias relativas.

Para o diagnoéstico de alteracdes na comunidade decorrentes de modificacdes
antrépicas no meio ou em seu entorno, os dados de densidade sdao mais
sensiveis, respondendo a concentracdes subletais de poluentes que, em um
primeiro momento, ndo eliminam toda a populagao, mas apenas os individuos
mais sensiveis ou debilitados. Esta resposta inicial ao agente estressor é
observada na queda da densidade e/ou da biomassa. Além disso, em rios e
reservatorios a macrofauna é mais restrita do que em riachos, onde protocolos
qualitativos tém tido sucesso. Por estas razdes, apesar da amostragem
qualitativa oferecer uma analise mais rapida e com isso permitir o diagnéstico
de um maior namero de locais a um custo inferior, no estado de Sao Paulo
optou-se inicialmente pelo levantamento de dados quantitativos ou semi-
quantitativos no biomonitoramento de rios e reservatérios. No entanto,
métodos qualitativos para aplicacdo no biomonitoramento de rios de médio e
grande porte e reservatérios devem ser desenvolvidos para uso em uma
primeira investigacdo da qualidade. Desta forma, os métodos semi-
quantitativos e quantitativos atualmente empregados na rotina, se
transformariam em opgdes de aprofundamento do diagnéstico.

Para o levantamento quantitativo, a tomada de réplicas é obrigatoria, diante da
natureza agregada das populacdes que compdem a comunidade de
macroinvertebrados. O namero ideal de réplicas depende do ambiente em
estudo, sendo menor para locais impactados, que ja tiveram parte da fauna
eliminada. Existem equacOes na literatura que permitem o célculo do namero
adequado de réplicas por local a ser estudado (ELLIOTT, 1977), porém muitas
vezes este valor ndo é compativel com os objetivos do monitoramento e com a
capacidade do laboratério. Assim, adotou-se um namero fixo e viavel de trés
réplicas por habitat amostrado.
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3 METODOS DE AMOSTRAGEM

A obtencdo de amostras de sedimento para andlise das comunidades de
macroinvertebrados bentdnicos em ambientes profundos, como rios e
reservatorios, requer embarcacdo. Assim, na equipe que vai ao campo é
essencial que pelo menos um técnico tenha habilitagdo para pilotar o barco.

Os equipamentos devem estar em condi¢des de uso e é interessante relacionar
(lista de checagem) todo o material necessdrio para a coleta para checagem
antes da saida para o campo.

Fichas de coleta devem ser elaboradas de acordo com as requisi¢des do projeto,
definindo todas as amostras a serem coletadas e para quais varidveis se
destinam, ja que muitas necessitam de preservativos ou frascos especialmente
lavados.

Para a interpretacdo posterior dos dados sdao consideradas varidveis essenciais a
serem mensuradas, juntamente com as amostras de comunidades bentonicas:
profundidade de coleta, transparéncia da agua, oxigénio da agua préxima ao
fundo, granulometria, teor de matéria organica e umidade do sedimento. A
profundidade e a transparéncia indicardo se a comunidade amostrada estara
construida por membros das cadeias alimentares de detritos e de pasteio ou s6
de detritos, no caso de ndo estar exposta a luz suficiente para que se
desenvolvam organismos produtores primdrios. O oxigénio dissolvido é
condicdo essencial para a vida aerébia da qual fazem parte todos os membros
da macrofauna bentonica. A granulometria determinara o tipo de populagdo
que ocorrera no ambiente e a matéria organica a disponibilidade de alimento. A
umidade, junto com a granulometria, determinara o grau de compactacdo do
substrato: substratos finos em geral possuem alto teor de umidade (>85%), se o
teor for baixo indicard a ocorréncia de torrdes, que podem limitar o
estabelecimento de organismos tubicolas.

O trabalho de campo deve iniciar com as amostragens para andlises de
varidveis da dgua, para que particulas suspensas do fundo nao interfiram nos
resultados. Na coleta de sedimentos, a primeira pegada deve se destinar a
analise da comunidade bentdnica, uma vez que a perturbagdo do fundo com as
tomadas repetidas de amostras pode afugentar ou afastar os organismos mais
ageis. As réplicas sao retiradas segundo um intervalo espacial aleatério em
relacdo a primeira. O trecho percorrido e representado pelos dados obtidos
estende-se por cerca de 100m, para rios a até um raio de 500m, para
reservatorios. Em rios, as coletas devem seguir a direcdo jusante - montante,
novamente para que ndo se perturbe o ambiente a ser coletado.

3.1 Equipamentos

Existem vérios tipos de equipamentos de coleta de amostras de sedimento para
analise de macroinvertebrados bentdnicos de rios e reservatorios. Todos exibem
algum tipo de seletividade, sendo a escolha definida segundo o tipo de
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ambiente e o objetivo do trabalho. A escolha do equipamento mais adequado é
chave para a qualidade da amostragem. Existem varias publicacdes que podem
orientar esta decisio (KLEMM et al., 1990; BRANDIMARTE et al.,, 2004;
KUHLMANN; WATANABE; KOBAYASH]I, 2006; CETESB, 2011b).

3.1.1 Pegadores

Equipamentos com 4rea de captura mensuravel que “agarram” uma parcela do
sedimento. Construidos em metal, sdo pesados e o movimento de descida pode
formar ondas de choque, que podem lavar a superficie do sedimento e
afugentar organismos mais ageis. Uma forma de prevenir a formacao destas
ondas é controlar a velocidade de descida do equipamento. Suas garras podem
ser bloqueadas por pedras, galhos ou outros detritos, acarretando perda de
amostra.

a) Ponar

Foto 3 - Pegador Ponar

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann 2003

Ambiente:
* rios profundos, litoral e sublitoral de reservatérios.

Caracteristicas:
* apresenta varios tamanhos, a versdo maior é pesada e necessita de
guincho.

* é considerado o melhor amostrador quantitativo em substrato duro para
a comunidade bentdnica pela United States - Environmental Protection
Agency (USEPA) (KLEMM et al., 1990).
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Usos:

placas laterais e telas previnem a perda de amostra no fechamento e
reduzem a formacdo de ondas de choque, mas, em substrato mole, pode
haver perda de particulas finas por ondas de choque.

possui pino de seguranca.

em terreno inclinado, como em muitas regides litoraneas e sublitoraneas
de reservatoérios, pode haver dificuldade de desarme, ja que as placas
que prendem o pino podem ndo ficar alinhadas.

o perfil vertical do sedimento ndo é mantido integro.

em substrato grosso e duro (arenoso a cascalho).

a versao maior é mais indicada para ambientes pristinos e a menor para
locais poluidos.

para amostragem quantitativa e qualitativa da comunidade bentonica.

b) Petersen, van Veen e modificacdes (foto 4)

Ambiente:

rios profundos, litoral e sublitoral de reservatorios.

Caracteristicas:

Usos:

apresentam varios tamanhos.

ndo é adequado para uso em substrato mole, havendo perda de
particulas finas por ondas de choque e de organismos que se enterram
mais profundamente

em substrato grosso e duro (arenoso a cascalho).
para ambientes limnicos sdo indicadas as versdes menores.
para amostragem quantitativa e qualitativa da comunidade bentonica.
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Foto 4 - Pegadores Petersen modificado e van Veen
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Fonte: Moénica Luisa Kuhlmann (2003)
Notas: A = Petersen modificado; B = Pegador van Veen

c) Ekman-Birge e modificaces (foto 5)

Ambiente:

* regido profundal de reservatorios.
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Caracteristicas:

* éleve e de facil operacao.

* menor formagdo de ondas de choque pela existéncia de placas que se
abrem no topo.

* aamostra é obtida quase integra, permitindo subamostragem.

* ¢é muito leve para ser usado em substrato duro ou sob correnteza
moderada ou forte.

* épossivel a perda de material fino na subida do amostrador.

* em substrato fino e mole (arenoso fino a argiloso).

* para amostragem quantitativa e qualitativa da comunidade bentoénica.

* amodificacdo de Lenz permite estratificacdo e estudos ao longo do perfil
vertical do sedimento.

Foto 5 - Versoes do pegador Ekman-Birge

Fonte: Helena Mitiko Watanabe (2003) Fonte: Helena Mitiko Watanabe (2003)
Nota: pegador padrao Nota: pegador modificado por Lenz

3.1.2 Substrato artificial

Amostradores que imitam um substrato de colonizacdo. Podem ser totalmente
construidos com material inorganico ou preenchidos com material organico,
que diminui o tempo de espera para a colonizacdo. Embora possibilitem uma
amostragem padronizada e nado destrutiva do local, exigem duas viagens a
campo (instalacdo e retirada). Além disso, o tempo de colonizacdo dos
organismos é espacial e temporalmente variavel. Por isso, é necessdrio um
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estudo prévio para o estabelecimento do tempo de colonizacdo dos organismos
para cada ambiente em que o equipamento for empregado. E também frequente
a perda de amostras por vandalismo ou inundagdes no local.

O substrato do tipo cesto preenchido com pedra de brita foi desenvolvido e
testado pela CETESB (HENRIQUE-MARCELINO et al., 1992; KUHLMANN et
al., 1993; KUHLMANN, 2000, IMBIMBO, 2001; KUHLMANN; IMBIMBO;
WATANABE, 2003), tendo sido seu uso descartado para a rede de
monitoramento pela logistica, uma vez que necessita de duas viagens a campo,
e pelo risco de perda da informagdo (foto 6). Mesmo assim, mostrou-se uma
ferramenta sensivel a deterioracao do ambiente (IMBIMBO, 2001) e interessante
para o monitoramento de locais protegidos e proximos, como no
monitoramento de recursos hidricos dentro de empresas ou de unidades de
conservacdo. No rio Tieté, o tempo de colonizagdo necessario para se observar
estabilidade nas medidas de estrutura da comunidade variou de 7 (verdo) a 14
(inverno) dias (KUHLMANN, 2000).

Foto 6 - Substrato artificial do tipo cesto com pedra de brita

Fonte: Moénica Luisa Kuhlmann (2002)
Ambiente:

* rios e margens de reservatorios.

Caracteristicas:

* padroniza o substrato de coleta.

* permite amostragem em locais duros demais para uso de outros
amostradores.

* aamostra é de facil processamento analitico.

* 0 equipamento é barato, de facil construcdo e operacao.

* na coleta, deve-se minimizar perdas de organismos com a lavagem pelo
filme de tensdo superficial.

* somente reflete as condi¢des do ambiente no periodo de colonizagao.
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Usos:

3.1.3

é seletivo para alguns organismos, ndo amostrando adequadamente
aqueles com habito de se enterrar (oligoquetos) e favorecendo a coleta de
insetos. Consequentemente, ndo retrata a estrutura da comunidade
benténica do local de amostragem.

em substrato grosso e duro (arenoso a rochoso).

para ensaios de comunidades bentonicas.

para amostragem semi-quantitativa e qualitativa da comunidade
bentonica.

Testemunho

Também conhecidos como corer ou core sampler, sdo coletores em tubo que
permitem amostragem de um perfil integro e profundo dos sedimentos (foto 7).
Podem ser usados manualmente ou utilizar mecanismos de fechamento, como
mensageiros. Podem ser constituidos por um tnico tubo ou por até quatro
(multiplo). Este altimo, segundo Milbrink e Wiederholm (1973) é quase tao
eficiente quanto a Ekman-Birge padrdo na amostragem de larvas de
Chironomidae em substrato lodoso.

Foto 7 - Testemunho

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2002)

Ambiente:

rios e reservatérios. Os manuais tém uso restrito a ambientes rasos.

Caracteristicas:

amostragem quantitativa e qualitativa.

amostra integra, permitindo estratificacdo e estudos ao longo do perfil
vertical do sedimento.

perturbacao minima da interface sedimento agua.

amostrador adequado para organismos que se enterram profundamente
em sedimento mole.

0 pequeno tamanho amostral permite maior namero de replicatas a
serem analisadas em curto periodo de tempo.

existem varios modelos (por ex.: fechamento por gravidade ou
mensageiro) e didmetros disponiveis.
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* pode apresentar valvulas de funcionamento automatico que previnem a
perda da amostra.

* baixo risco de contaminagdo por uso de material inerte e tubos
removiveis.

* aqueles que operam por gravidade podem apresentar problemas de
funcionamento e ocasionar perda da amostra.

* drea de amostragem limitada, requerendo repeticio da operacdo e
retirada de tubos.

* Nao permite precisao na estimativa da biomassa bentonica.

* o modelo mdultiplo é mais indicado para andlise de comunidades
bentonicas.

* énecessario cuidado no manuseio para evitar perda de sedimento.

* O didmetro do tubo do amostrador pode restringir o tamanho dos
organismos coletados, como bivalves e gastropodas de maiores
dimensoes.

Usos:
* em substrato fino e compacto.

3.2 Coleta, armazenamento e transporte

Amostras obtidas com pegadores ou testemunhos, que cheguem a superficie
vazando ou transbordando de sedimentos, devem ser descartadas, j4 que a
perda de material é evidente. Considerando que a maior parte dos organismos
concentra-se nos 10 cm superiores do sedimento, para uma amostra adequada o
equipamento devera estar preenchido com cerca de 2/3 a 3/4 de material. A
agua que recobre o sedimento pode ou ndo ser coletada, dependendo do
objetivo da amostragem. Se a andlise for considerar a epifauna ela devera ser
coletada, se for uma andlise da infauna, como em alguns estudos de qualidade
de sedimentos, essa agua deveré ser sifonada e descartada. Nas amostragens da
rede de monitoramento do estado de Sdao Paulo a epifauna é considerada.
Amostras obtidas com pegadores, testemunhador ou substrato artificial podem
ser acondicionadas diretamente em sacos plasticos resistentes (foto 8).
Sugerimos o uso de sacos duplos (sobrepostos), ja que o préprio pegador, de
metal, pode furar o saco interno.
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Foto 8 - Coleta de amostra de sedimento para analise de comunidade
bentdnica

Fonte: Paulo Lobeira (2001)

A fixacdo deve ser realizada em campo, com formalina neutralizada (com bérax
ou bicarbonato de s6dio) em volume tal que a concentracdo final na amostra
atinja de 4 e 10%. Ou seja, cerca de 100 mL para cada litro de amostra. A fixagdo
em campo previne a continuidade de processos interativos entre os organismos,
como a predacdo, e a decomposicdo da amostra, que modificariam o resultado
final.

CUIDADOQ: O formol é uma substancia volatil, toxica e cancerigena. Portanto,
cuidado com sua manipulacdo e armazenamento, assim como das amostras
em que foi utilizado, para néo correr riscos de saude e ndo contaminar
amostras destinadas a analise de outros parametros, especialmente para
ensaios de toxicidade e mutagenicidade.

Os sacos, quando usados duplos, devem ser fechados separadamente, com fita
adesiva grossa.

No transporte deve-se evitar a colocacdo de materiais pesados e/ou
pontiagudos sobre os sacos e o transbordamento dos potes, caso as amostras
tenham sido assim acondicionadas (foto 9). E, havendo coleta de outras
varidveis, principalmente de medidas de efeitos téxicos ou mutagénicos, as
amostras de bentos ndo devem ser armazenadas juntas, assim como o manuseio
do formol no barco deve ser cuidadoso de forma a evitar a contaminac¢ao das
outras amostras.
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Foto 9 - Acondicionamento das amostras para transporte

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann (2001)

4 METODOS DE ANALISE

As amostras de sedimento coletadas em campo devem ser preparadas antes de
se iniciar a andlise propriamente dita, uma vez que particulas finas de
sedimento dificultam e até impossibilitam a recuperagdo dos organismos que
compdem a comunidade.

4.1 Preparo da amostra

Ap6s a coleta, as amostras de sedimento devem ser lavadas com &agua de
torneira em rede com malha de selecdo previamente escolhida segundo os
objetivos do projeto. Este procedimento reduz o volume da amostra ao eliminar
particulas organicas e inorganicas finas, o que também facilita a visualizagao
dos organismos. Para biomonitoramento sao geralmente empregadas aberturas
de malha de 0,5 - 0,6 mm, enquanto malhas mais finas (p. ex. 0,25 mm)
encaixam-se melhor as metas do levantamento faunistico. A CETESB padroniza
em seu programa de biomonitoramento a malha de 0,5 mm.

A lavagem da amostra pode ser realizada em campo ou em laboratério, de
acordo com a melhor logistica de trabalho de campo, a ser definida no final do
planejamento. Por exemplo, quando as amostras forem de locais muito
distantes do laboratério e/ou muito numerosas, a lavagem em campo facilitara
o transporte.

Em campo ou laboratério a lavagem deve ser realizada preferencialmente em
pia, com dgua corrente, e os cuidados devem centrar-se na auséncia de perda de
parte do material amostrado pelas bordas da rede, tanto na transposicao do
material do saco para a rede quanto por transbordamento, e na quebra dos
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organismos, que compromete sua identificacdo. Para tanto, a rede deve estar
apoiada e ndo se deve inserir material até sua boca. Redes na forma de sacos sao
mais eficientes e previnem melhor o transbordo que peneiras rigidas (foto 10) e
o uso de baixa velocidade de fluxo da dgua corrente ou chuveirinhos evitam
danos aos organismos. Na confeccdo dos sacos é importante evitar dobras e
costuras internas, onde os organismos possam se prender ou enroscar.

Foto 10 - Material para lavagem de amostras de macroinvertebrados

a) Peneiras b) Saco

Fonte: Helena Mitiko Watanabe (2002)

A areia fina presente na amostra pode entupir a trama da rede, tornando a
lavagem mais demorada. Além disso, a areia danifica muito os organismos por
friccdo, dificultando o trabalho posterior de identificacdo. Elimina-se mais
facilmente a areia fina da amostra, sem danificar tanto os organismos,
mergulhando a rede de lavagem em balde com &gua e passando a mao
gentilmente na superficie externa desta para desobstruir a malha. Cuidado para
ndo deixar extravasar o material pela boca da rede.

Folhas e galhos podem ser subtraidos da amostra lavando-os com cuidado na
rede. Atencdo para recuperar organismos fixos (ex. Bryozoa) ou que colonizem
o interior oco dos troncos (ex. Trichoptera e Chironomidae).

Apo6s a lavagem, o preservativo pode continuar a ser o formol 4-10% mas, por
uma questao de satide do analista, é preferencial troca-lo pelo alcool 70 °GL, em
volume tal que a proporcdo entre a amostra e o preservativo nao ultrapasse 1:2
(1/3), principalmente quando houver muito material organico. Amostras que

resultem em mais de um pote devem ter em suas etiquetas a anotacdo dos
volumes (p.ex.1/3,2/3 e 3/3).

O uso de um corante (Rosa de Bengala ou Floxina B) otimiza a etapa de triagem,
que consome a maior parte do tempo da anédlise de comunidade bentonica, mas
pode dificultar a identificacdo de alguns organismos (foto 11). Segundo Mason
e Yevich (1967) o uso de corante pode economizar até 50% do tempo da triagem
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e boa parte da cor, que atrapalha a identificacdo, pode ser retirada do espécime
se este for mergulhado em etanol 95%. Os mesmos autores relatam que o
corante Rosa de Bengala, além de apresentar coloragdo mais intensa, tinge mais
rapidamente (em 24 horas) que a Floxina B (48 horas).

CUIDADQ: O corante Rosa de Bengala é mutagénico e deve ser manipulado
com luvas.

Foto 11 - Etapas de preparacao de amostras de bentos

a) Lavagem do sedimento b) Lavagem de folhas ¢) Amostra corada
N B :

rs:oL vi

Amostras com muito material inorganico grosseiro (cascalho e areia) ou com
muitos torrdes de argila podem ser flutuadas em solucdo supersaturada de sal
de cozinha (foto 12). O procedimento deve ser repetido por trés vezes,
reutilizando-se a solucdo retida em béquer, ou até que ndo se verifiquem
perdas. Por ultimo pode-se realizar uma lavagem da amostra com agua de
torneira. Cuidado para ndo manter por muito tempo os organismos em contato
com a solugado, que pode provocar murchamento e dificultar a identificacdo. O
material inorganico deve ser triado a olho nu para verificacdo de perdas,
principalmente de moluscos e tricopteros, dotados de conchas e abrigos,
respectivamente, que tendem a funcionar como lastro e manter esses
organismos em meio a areia que serd descartada. Essa visualizacdo sera
facilitada se a amostra tiver sido previamente corada. No caso de amostras com
torrdes, apos a flutuacdo, retornar o material para a rede e desmancha-los
gentilmente com as maos, triando o material restante em busca de organismos
cavadores.
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Foto 12 - Flutuagao de amostras

a) Preparo da solugdo salina b) Amostra na solucao ¢) Revolvimento da amostra

- S |
d) Retengdo do sobrenadante  e) Retirada do sobrenadante  f) Lavagem em dgua corrente

em rede da solucao do material retido
\‘ ": e (P C P

Fonte: CETESB; Ménica Luisa Kuhlmann (2002) ‘

4.2 Analise da amostra

A anélise da amostra propriamente dita é realizada em duas etapas que podem
ou ndo ser concomitantes: a triagem, que consiste na separagao dos
macroinvertebrados aquéaticos dos detritos vegetais e das particulas inorganicas
dos sedimentos e a identificacdo e contagem (para amostras quantitativas) dos
taxons.

421 Triagem

A triagem consiste na separa¢do dos macroinvertebrados dos detritos vegetais e
das particulas inorgéanicas da amostra. Pode ser realizada integralmente a olho
nu, em bandeja de fundo branco, de fundo quadriculado ou ndo, com ou sem
base iluminadora; parcialmente a olho nu, para separagdo do material mais
grosseiro, aliada a uma inspecdo mais fina em busca de individuos de menor
tamanho, sob lupa (microscépio estereoscépico); ou integralmente sob lupa.
Dependera do objetivo do estudo, da malha de selecio empregada, do nivel de
identificacdo requerido e das caracteristicas da amostra.
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Colheres e pingas de ponta grossa e fina (de relojoeiro, niimeros dois e trés) sao
utilizadas como ferramentas de manipulacdo da amostra. Alguns profissionais
também se utilizam de pincéis, principalmente para a captura de organismos
frageis, como pequenos moluscos e microcrustaceos.

Para amostras coradas é necessario realizar uma lavagem prévia antes do inicio
da triagem para a retirada do excesso de corante e assim se efetivar o contraste
entre os individuos corados e o material (organico e vegetal) ndo corado.

Z

Sob a lupa, a amostra é passada aos poucos, em pequenas subamostras
homogeneamente distribuidas em placas de Petri que, para garantir a leitura de
toda a amostra, podem ser em material plastico descartavel e ter seu fundo
quadriculado em campos de, por exemplo, 1 cm? (foto 13). Os campos sdo
passados um a um, na direcdo que o analista assim padronizar. Mas ha outros
métodos que atingem o mesmo objetivo, como o uso de um afunilador de
amostra.

Foto 13 - Placa de Petri descartavel de fundo quadriculado para triagem

Fonte: Hélio Rubens Victorino Imbimbo (2012)

4.2.2 Identificagdo e contagem

A macrofauna bentdnica em rios e reservatérios compde-se essencialmente de
Nemertea, Turbellaria, Mollusca (Bivalvia e Gastropoda), Annelida
(Oligochaeta e Hirudinea), Bryozoa, Crustacea (Decapoda e Amphipoda),
Acarina e Insecta (principalmente Diptera, mas com algumas familias de
Odonata, Ephemeroptera, Trichoptera, Plecoptera, Coleoptera e Lepidoptera).
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Outros grupos e muitas familias de macroinvertebrados restringem-se a
ambientes l6ticos de cabeceiras, como os insetos Megaloptera e Neuroptera.

Grande parte do trabalho de identificagdo da macrofauna é realizada sob lupa e
em geral baseia-se na visualizagdo de caracteres morfol6gicos externos.

O nivel de identificacdo a ser empregado variara de acordo com o tipo de
estudo. Em levantamentos faunisticos para avaliacdo de impactos, por exemplo,
é fundamental o investimento no refinamento taxonoémico, ja que diferentes
espécies possuem diferentes requisitos ambientais e, consequentemente,
responderdo de formas distintas aos impactos de uma determinada atividade.
Além disso, hé espécies de invertebrados bentdnicos nas listas de invertebrados
(terrestres e aquaticos) ameacados de extincdo (MACHADO; DRUMMOND;
PAGLIA, 2008), cujas populacdes estdao legalmente protegidas (anexo A).

Por outro lado, em programas de monitoramento o importante serd padronizar
esse procedimento, de forma que o resultado seja comparavel e o retrato da
qualidade eficiente.

A discussdao sobre o nivel de identificacdo ideal tem ocupado varios
pesquisadores também com relagdo as metas do biomonitoramento (p. ex.:
BAILEY; NORRIS; REYNOLDSON, 2001, CHESSMAN; WILLIAMS; BESLEY,
2007). E muito claro que, quanto mais fina a identificagdo, mais informacao se
agregara ao dado e mais preciso sera o diagnostico. Por exemplo, segundo Pinto
et al. (2009), a utilizagdo de caracteristicas biologicas e ecoldgicas das
populagdes que compdem a biota oferece menor variabilidade temporal que o
uso de densidades. Embora esta abordagem se mostre promissora, no Brasil
ainda enfrenta-se uma grande lacuna de conhecimento sobre a biologia e os
requisitos ecologicos das espécies que compdem nossas comunidades
bentonicas. Assim, os principais critérios para a escolha do menor nivel
taxonomico recaem sobre a sensibilidade ao gradiente de degradagao e o menor
tempo possivel para a andlise, crucial para a obtencdo de uma resposta rapida,
que acelere a tomada de acdes de controle e que permita a investigacdo de um
maior nimero de ambientes.

No biomonitoramento de rios de médio e grande porte realizado pela CETESB,
familia é o nivel taxonémico padrao, mas alguns tdxons sao identificados mais
grosseiramente, em filo, classe ou ordem, como Bryozoa, Turbellaria/Tricladida
e Nemertea, enquanto a familia Chironomidae é identificada até o nivel
taxondmico discernivel sob lupa, ou seja, subfamilias (Orthocladiinae e
Tanypodinae) e tribos (Chironomini e Tanytarsini). Contudo, para aplicagao
dos indices de tolerancia (T/DT) e sensibilidade (Ssen), os géneros de
Chironomidae, Chironomus, Stempellina, ~Stempellinella e Constempellina
(KUHLMANN et al., 2007) sao identificados e contados separadamente. Estes
géneros possuem caracteristicas que possibilitam sua identificacao sob lupa. As
larvas de espécies de Chironomus em geral sdo grandes, tém corpo avermelhado,
possuem dois pares de ttbulos abdominais grandes no oitavo segmento
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abdominal e algumas também possuem um par de processos laterais na base do
sétimo segmento (foto 14). As larvas de Stempellina sdo pequenas, possuem a
cabeca achatada e constroem casulos de areia conicos (foto 15), como as de
Stempellinela e Constempellina. Para estes ambientes, nossos estudos tém
demostrado que a identificagdo genérica das ordens Ephemeroptera, Plecoptera
e Trichoptera (IMBIMBO, 2006), mundialmente considerados indicadores de
boa qualidade em riachos, e de Chironomidae (MAZZINI, 2007), que podem
predominar, ainda ndo se oferece compensadora mediante o tempo gasto para a
geracdo da informacdo. Mas, é possivel que, no futuro, com o crescente
conhecimento sobre a biologia e a ecologia das espécies bentonicas, o
refinamento do dado realmente incremente a sensibilidade do diagnoéstico e
possa ser usado na necessidade de um diagnéstico mais robusto.

No monitoramento de reservatoérios sdo identificados os géneros de Oligochaeta
e Chironomidae, j& que os dois grupos em geral compreendem quase a
totalidade da fauna destes ambientes e um nivel taxondmico mais grosseiro nao
permite o discernimento das classes de qualidade necessérias ao diagndstico. A
identificacdo da maioria dos géneros destes dois taxons é feita sob microscopio.

Foto 14 - Larva de Chironomus (Chironomidae: Chironominae)

Fonte: Hélio Rubens Victorino Imbimbo (2012)
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Foto 15 - Larva e casulo de Stempellina (Chironomidae: Chironominae)

Fonte: Hélio Rubens Victorino Imbimbo (2012)
Nota: A cor se deve ao uso do corante Rosa de Bengala.

Atualmente ha uma grande disponibilidade de chaves de identificacdo,
encontradas em livros ou publicadas em revistas e sites, que auxiliam o trabalho
de identificacdo. Materiais desenvolvidos para os territérios brasileiro e sul-
americano devem ser preferidos ao uso de chaves norte-americanas e de outros
continentes, que podem ser utilizados, mas com critério. Muitas familias,
géneros e espécies ndo ocorrem no Brasil e vice-versa. Nunca deixe de checar a
listagem de familias ou géneros presentes no pais. J4 existem varias listas
organizadas por especialistas de diferentes grupos de organismos (ver
Referéncias para Identificacdo Taxondmica).

Muitos grupos exigem o uso de espécimes maduros ou de ultimo instar para
identificacdo, uma vez que alguns caracteres desenvolvem-se tardiamente. E
fundamental seguir a diretriz da chave de identificagdo utilizada quanto a este
critério, caso contrario, o risco de resultado errdoneo serd maior. Assim,
espécimes em estagio de desenvolvimento abaixo do requerido pela chave
deverdo ser mantidos no nivel taxonémico mais grosseiro em que sua correta
identificagdo for segura.

O que identificar também é uma questdo pertinente, especialmente nas
amostragens quantitativas. Quando o foco for o levantamento da macrofauna,
com o uso de redes de malha 0,5-0,6 mm, como no biomonitoramento de rios e
reservatorios da CETESB, individuos da meiofauna e até da microfauna
eventualmente capturados e observados podem ter suas presencas registradas,
mas nunca suas densidades estimadas. Isto porque a malha aplicada permitira
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que grande parte da populacdo seja perdida na lavagem e um erro operacional
estard associado ao valor de densidade que se obtenha. Similarmente, formas
inativas da populacgdo, como pupas, casulos e gémulas podem ter as presengas
registradas, mas ndo comporao a tabela de densidades das populagdes, ja que
sdo fases diferentes das mesmas populagdes cujas densidades foram estimadas
como larvas ou adultos.

O tipo de coleta e preparo do material muitas vezes danifica os espécimes.
Neste caso, é preciso padronizar o que ou como serd realizada a quantificagao
das familias ou géneros. Nemertineos, turbelarios e oligoquetos, por exemplo,
quebram com facilidade.

Para Nemertinea, pode-se padronizar a contagem pela por¢do anterior, que
apresenta os ocelos e a probodscide.

No caso de Turbellaria, a melhor forma de quantificagdo é pela contagem da
faringe musculosa, que sai da metade anterior ventral do corpo, mas pode-se
optar pela contagem da cabeca.

Ja para Oligochaeta a contagem requer uma maior padronizacdo, que
dependera da familia. Na identificacdo e contagem de Tubificinae é
aconselhavel que se utilize a parte anterior do corpo onde, para algumas
espécies se desenvolve, no XI segmento, a bainha penial em individuos
maduros, estrutura essencial para sua identificacdo. Para Naidinae e
Opistocystidae, tanto a parte anterior quanto a posterior serdo fundamentais
para a determinacao do género. Assim, para os espécimes quebrados aconselha-
se a contagem separada das partes (anterior e posterior), para posterior
definicdo. Por exemplo, a familia Opistocystidae caracteriza-se pela presenca de
trés apéndices caudais de tamanhos varidveis no final do abddémen (foto 16). No
entanto sua por¢do anterior, com quetas capilares desde o segmento II e
presenca de uma probodscide torna-o confundivel com o género Pristina
(Tubificidae-Naidinae). Em amostras em que se evidencie, pelos espécimes
inteiros, a presenca dos dois tadxons, contamos separadamente as porgdes
posteriores de Opistocystidae (com trés caudas) e as porcdes anteriores que
podem ser Opistocystidae ou Pristina. No final, sdo considerados Pristina
apenas as partes anteriores que sobrarem da subtracdo com as porcoes
anteriores de Opistocystidae. Similar procedimento pode ser seguido na
separacdo e contagem de espécimes quebrados de Dero e Nais. Além disso,
Aelosomatidae, Naidinae e Opistocystidae reproduzem-se assexualmente por
fissdo, podendo formar cadeias de individuos (foto 17). Neste caso, é preciso
padronizar se, na quantificacgio da populagdo, serd considerado apenas os
organismos livres, totalmente diferenciados, ou cada membro da cadeia.
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Foto 16 - Opistocystidae. A cor se deve ao uso do corante Rosa de Bengala

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann (2012)
Nota: Setas apontam apéndices caudais e probédscide.

Foto 17 - Reproducao assexuada em Dero (Tubificidae: Naidinae)

Fonte: Hélio Rubens Victorino Imbimbo (2012)
Nota: A cor se deve ao uso do corante Rosa de Bengala. A seta indica a regido da fissao.

Algumas vezes ocorrem nas amostras espécimes de Hirudinea -
Glossiphoniidae com filhotes aderidos ao abdomen. Neste caso, apenas o
individuo adulto deve ser contado, ja que os filhotes ainda sdo dependentes da
mae e parte deles pode vir a morrer antes de se tornar membro livre da

44



PROTOCOLO PARA O BIOMONITORAMENTO COM AS COMUNIDADES BENTONICAS DE RIOS E
RESERVATORIOS DO ESTADO DE SAO PAULO

populacdo. Porém, se os filhotes forem encontrados livres na amostra serao
contabilizados.

Para Bryozoa, que forma colonias, cada individuo ou zodéide é contado
separadamente (foto 18).

Foto 18 - Colonia de Bryozoa com dois zodides

Fonte: Hélio Rubens Victorino Imbimbo (012)
Nota: A cor se deve ao uso do corante Rosa de Bengala.

E, finalmente, na contagem de Mollusca é preciso confirmar se o espécime
estava vivo no momento da coleta, quebrando a concha até ser observada sua
parte mole. Como a concha é importante na identificacdo, esta deve ser
realizada antes da contagem. Principalmente para este grupo taxondmico, as
espécies exoticas invasoras e ameacadas de extingdo devem ser identificadas e
consideradas como informacao adicional ao diagnéstico de qualidade (anexo B).

Para o computo final de riqueza e diversidade de espécies, espécimes
identificados mais grosseiramente do que o requerido, até por dificuldade na
identificacdo (espécimes muito pequenos ou quebrados), s6 serdao considerados
se nenhuma identificacdo no nivel exigido foi possivel. Caso contrario, serdo
computados como sendo daquela familia identificada (se algumas
caracteristicas se assemelharem) ou extraidos da analise, ja que poderiamos
estar considerando o mesmo taxon duas vezes. Por exemplo, se ndo foi possivel
identificar a familia de trés espécimes de Bivalvia, que se apresentaram em mas
condi¢des de identificacdo, e nenhum outro espécime possibilitou a definigao de
familia dentro deste grupo, os trés espécimes serdo considerados como um
tdxon unico (Bivalvia), de familia ndo identificada, nos calculos dos indices de
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riqueza e diversidade. Porém, se forem encontrados individuos de Corbiculidae
e algumas caracteristicas combinarem, os trés serdo somados a esta familia.
Caso contrdério, se persistir a divida sobre a insercao dos trés em Corbiculidae,
eles serdo extraidos da analise.

O dado bruto deve ser registrado em formulario proprio que identifique a
amostra e a andlise (fig. 1).
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Figura 1 - Exemplo de formulario para registro do dado em bancada

Daia de coletfa:

N2 da amostraféplica;

REGISTRO DE DADOS BRUTOS PARA BENTOS
CETESBE DE AGUA DOCE
Projeto: Data deentrada:
Locat: Malha:
Ponto: Futugedor s O n O

Corante: s [0 n 0O
Triagempréviaa othonu. s [ n O

Profundidade: Sub-amosiragem.
Equipamento (tipo/area de amostragem): Triagem™
Fator (para ind.ime): Identificacdo e contagem™:
Coletores: Verificacdo da transcricdo™
.}p
Taxa Contagem (**,**) Total

*  Técnico responsavel pela atividade.

O resultado da refriagemdeve serexpresso com a anotagde— (+ X) — sinal de *+” e 0 nimero de organismos encontrados,
enire parénteses. . - ;

=* O resultado da recontagem/reidentifcacdo deve serexpresso com a anotacdo—(X) — o nimero de organismos encontrados,
entre parénteses.

Observacoes:

Fonte: CETESB (2011)

Na quantificacao final do dado, o niimero de espécimes de cada taxon deve
preferencialmente ser expresso em termos de individuos ou organismos/m?.
Essa transformacdo permitird que amostras coletadas com diferentes pegadores
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sejam comparadas. Para tanto, é necessario conhecer a area de amostragem,
mais facilmente calculdvel para amostradores de 4area rigida, como os
pegadores Ponar e Ekman. Para os pegadores van Veen e Petersen, ela deve ser
estimada com o equipamento em descanso sobre superficie lisa e plana.
Obviamente o substrato real dificilmente serd plano e liso e, consequentemente
a area da mordedura variard mais nestes casos. No entanto, essa variabilidade é
impossivel de ser determinada. Estabelecida a area de amostragem ¢é s6 aplicar
uma regra de trés para determinar o fator de multiplicacdo do pegador para a
transformacao em m2. Por exemplo: para uma drea de 20 x 20 cm = 400 cm? =
0,04 m?, cada individuo contado na triagem equivalerd a 25 ind./m?2.

4.3 Subamostragem

Amostras com altas densidades de uma ou poucas populagdes bentonicas,
estrutura tipica de ambientes submetidos a cargas elevadas de esgotos
domésticos, podem ser subamostradas na triagem, na identificacdo ou na
contagem. Um subamostrador ou quarteador em “L”, com comprimento dos
lados iguais ao raio da placa de Petri, pode ser utilizado para este fim (foto 19).
A amostra é distribuida homogeneamente na placa de Petri e o quarteador é
inserido aleatoriamente na placa. Os tdxons que ocorrem em superpopulagao
serdo retirados e contados apenas no %1 delimitado, enquanto os outros podem
ser triados e contados integralmente. Organismos “cortados” pelo
subamostrador devem ser contados apenas se sua parte anterior estiver na area
de contagem. Nao esquecer que as densidades finais dos taxons subamostrados
corresponderdo ao resultado da contagem multiplicado por quatro! Este
método de subamostragem garante a continuidade do carater quantitativo da
andlise e pode ser usado de uma vez s6 para a amostra toda. Neste caso, a
amostra é homogeneamente espalhada em uma bandeja branca. Um quarteador
com dimensdes compativeis com o tamanho da bandeja é entdo utilizado para
separar a porcao a ser trabalhada (KLEMM et al., 1990).

Foto 19 - Subamostrador em “L”

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann (2002)

Outros métodos de subamostragem podem tornar o dado semi-quantitativo,
perdendo a possibilidade de transformacdo em densidades absolutas, mas
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mantendo seu uso em termos de abundéncias relativas. Este é o caso da
contagem de um ntmero minimo de individuos, quando ndo associado a uma
porcentagem ou parcela da amostra total. A literatura (por exemplo, KLEMM et
al., 1990) define como suficientes a identificagdo e contagem de 100 a 400
organismos como método de subamostragem. Se a estimativa de riqueza for
importante para o diagnostico, é aconselhavel aliar o método com uma curva de
acimulo de espécies/taxons (figura 2), usando como unidade amostral o
conteddo de uma placa de Petri. Quando a curva se estabilizar e o namero
minimo de organismos a ser contado (p. ex. 400) for atingido, encerra-se a
analise. Um critério de estabilizacdo deve ser assumido (por exemplo, apods
cinco placas sem alteragao de S).

Figura 2 - Curva de acimulo de taxons

Acumulo de Taxons
o

o e e R

Placa

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2012)

Quando a densidade de organismos a serem identificados for muito elevada é
possivel utilizar uma técnica de subamostragem nesta etapa, em que apenas
uma parcela dos organismos é submetida ao trabalho de identificagdo, sendo o
valor total extrapolado segundo as proporcdes obtidas na subamostra. Para
tanto, é possivel proceder a uma separacdo prévia em grupos morfologicos em
lupa e posterior identificacdo de uma parcela (10 a 50%, dependendo da
densidade total e da seguranca do analista). Se o grupo se revelar homogéneo,
ou seja, estiver composto de um unico género ou espécie, o numero de
organismos contados para o grupo sera a densidade do taxon ai identificado. Se
o grupo se mostrar heterogéneo, significa que os caracteres morfoldgicos
utilizados na separacdo ndo foram eficientes. Neste caso, pode-se rever o
material em busca de novas diferencas e separa¢des ou extrapolar o ntimero
total na proporcao identificada de organismos. Essa tltima opcdo pode ser
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utilizada desde o inicio do procedimento, mas gera mais inseguranca quanto a
perda de taxons raros. Alids, para que tdxons raros ndo deixem de ser
observados e ter sua presenca registrada para o ambiente em estudo, aconselha-
se 0 uso da subamostragem apenas para a contagem de tdxons dominantes.

44 Preparacao de laminas

A identificacdo mais fina de alguns grupos, como Chironomidae e Oligochaeta
requererd preparo de laminas para analise em microscépio.

E importante escolher o meio mais apropriado para cada taxon e conhecer
previamente a posicdo que o espécime deverd ser arranjado na lamina. Existem
meios temporérios, de curta (dgua, glicerina, cido latico 70%) e média (CMC-9,
CMC-10, Hoyer, lactofenol) duracdo, e meios para preparacdo permanente
(balsamo do Canadé e Euparal).

Os meios prontos, CMC-9 e CMC-10 sdo importados e indicados para
Chironomidae e Oligochaeta, respectivamente, mas tém apresentado problema
de formacgdo de “craquelado” com o tempo.

Para Chironomidae, o meio de Hoyer é o mais indicado e facilmente preparado,
segundo procedimento abaixo, descrito em Trivinho-Strixino (2011):

« Material:

v 30 g de goma arabica;

v" 200 g de hidrato de cloral;
v 20 mL de glicerina;

v" 50 mL de agua destilada.

% Forma de preparo: Adicionar a goma arabica na dgua e deixar dissolver por
cerca de 24h. Acrescentar o hidrato de cloral e deixar a solucdo em repouso
até que dissolva totalmente. Acrescentar a glicerina e filtrar em algodado de
vidro.

Os espécimes, preferencialmente de 4° instar (TRIVINHO-STRIXINO, 2011),
devem ser decapitados com a ajuda de pincas de pontas finas, agulhas ou
estiletes, e as cabecas montadas em lamina em face ventral, de forma a permitir
a visualizacdo das pecas bucais. Sugere-se que a decaptacdo dos organismos
seja feita sobre a lamina ja com o meio de preparagao, de modo a evitar que as
cabecas destacadas sejam perdidas. Os corpos devem ser removidos da lamina
apo6s a retirada das cabegas. O material deve ser coberto com uma laminula e
uma leve pressdo sobre esta assegurara a exposicdo e, consequentemente, a
visualizagdo, das pegas bucais necessarias para a identificacao. Na identificagado
genérica de Tanypodinae e Orthocladiinae, os corpos também devem ser
montados. Para conseguir o foco desejado e necessério, pecas de diferente
espessura nao devem ficar sob a mesma laminula. Assim, nunca se deve juntar
na mesma laminula corpo e cabeca de um espécime ou cabecas de diferentes
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tamanhos. Para tanto, é importante que o analista tenha registrado exatamente
o que estd montado em cada laminula e manter alguma ordem em suas
preparacdes. Por exemplo, na montagem de varios espécimes de Tanypodinae é
possivel organizar na mesma ldmina uma laminula de cabecas e outra de
corpos, a segunda, na mesma sequéncia da primeira. Alguns géneros possuem
morfologia facilmente reconhecivel em lupa e nao necessitarao de montagem
em lamina. E o caso de Coelotanypus, de cabega tipicamente “pontuda” em que,
nos espécimes de maior porte, é possivel visualizar o par de ganchos entre o
terceiro e o quarto segmentos. Tanypus stellatus, que possui prolongamentos
laterais no penultimo segmento abdominal. E algumas Labrundinia que exibem
espinhos laterais e manchas, em forma de Y, na face ventral da cabeca (foto 20).

Foto 20 - Capsula cefalica de Labrundinia (Chironomidae - Tanypodinae)
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Fonte: Moénica Luisa Kuhlmann (2002)

Para Oligochaeta 0 meio deve ser menos viscoso, de forma a permitir alteragdes
na posicdo do espécime. Meios de curta duragdo servem a este propdsito,
porém, o lactofenol é o meio mais apropriado, segundo o especialista Dr
Roberto da Gama Alves (UFJF) (com. pess.), mas seu uso deve ser cuidadoso,
pois o fenol é uma substancia reconhecidamente cancerigena. No seu preparo,
basta misturar:

v' 100g de fenol;

v' 100mL de acido latico;
v 200mL de glicerina;

v' 100mL de 4gua.

Segundo o Dr Alves, a visualizagdo das quetas serd melhor se a lamina for
mantida em estufa a 30-40 °C por poucos minutos a até trés dias. O lactofenol é

higroscopico e pode ser guardado por poucos meses no escuro ou em frasco
ambar (BRINKHURST; MARCHESE, 1989).

CUIDADQO: Evitar a inalacdo do lactofenol utilizando méascaras, pois o fenol é
cancerigeno.
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Para evitar a formacdo de bolhas, a laminula deve ser posicionada
obliquamente na borda do meio e deslizada gentilmente para baixo. Ocorrendo
bolhas, se estas estiverem atrapalhando a visualizagdo dos caracteres, é possivel
retira-las pressionando levemente a laminula de forma a empurré-la para a
borda. Se este procedimento nao for eficaz, serd necessario refazer a montagem.
Bolhas que nao estiverem atrapalhando o trabalho de identificagdo podem ser
mantidas na preparagcao.

Para maior durabilidade de preparacdes em meios semi-permanente e
permanente, ap6s sua secagem a laminula deve ser selada com esmalte de
unha, preferencialmente, transparente.

5 AVALIA(;AO DA FREQUENCIA DE DEFORMIDADES EM MENTO
DE Chironomus

Embora ocorram deformidades em outros géneros de Chironomidae, o género
Chironomus foi escolhido por apresentar maior sensibilidade a este efeito
(HUDSON; CIBOROWSKI, 1996b¢ por ser tolerante as condigdes extremas de
baixa oxigenacdo, ja que é bastante comum que ambientes com forte impacto
quimico também sofram a influéncia de efluentes domésticos. Além disso, é um
género de tamanho grande, de coloracdo avermelhada e de facil identificacdo. A
maioria das espécies de Chironomus apresenta larvas com dois pares de longos
tabulos no 8° segmento abdominal e as mais resistentes também exibem um par
de processos laterais no 7° segmento abdominal. Ndo é s6 no mento que sdo
observadas deformidades em larvas de Chironomidae, contudo é nessa
estrutura que se pode evidenciar melhor as deformidades de efeitos da
preparagao da ldmina para microscopia (WARWICK et al., 1987).

A avaliacdo de frequéncia de deformidades s6 sera possivel quando ocorrer no
local amostrado uma populacdo numerosa e madura do género Chironomus
(Diptera: Chironomidae), ja que se estabeleceu um minimo de 100 larvas para a
andlise (BURT; CIBOROWSKI; REYNOLDSON, 2003). Os espécimes podem ser
obtidos a partir das trés réplicas que compdem a amostra para a analise de
comunidade, ou com amostras adicionais até que este ntimero seja atingido. E
importante salientar que este esforco adicional s6 serd recompensador se
houver de fato no ambiente uma populacdo densa do género. Além do namero,
foi padronizada a utilizacdo de larvas de 4° instar, mais facilmente
caracterizadas em sua fase final, quando exibem espessamento no térax (foto
21). A utilizagdo de larvas em seu ultimo estagio de desenvolvimento garante
sua exposicdo mais prolongada aos agentes causadores de deformidade.
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Foto 21 - Larva de Chironomus em 4° instar

Fonte: Fabiana Bonani (2004)
Nota: A seta aponta o espessamento torécico.

O mento normal do género Chironomus apresenta um dente central trifido e seis
laterais (foto 22a). Para fins de padronizagado, sdo consideradas deformidades:
“gap”, bifurcacdo do dente central, falta e excesso de dentes (foto 22b a e). Para
nao confundir uma quebra no dente (foto 22f) com a deformidade do tipo “gap”
basta observar a borda da falha. Se for lisa é um “gap” e se for rugosa uma
quebra, que ndo entra no computo da frequéncia de deformidade.

A frequéncia de deformidade é simplesmente a porcentagem de individuos que
apresentaram um ou mais tipos de deformidades com relacdo ao total
analisado.
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Foto 22 - Mentos de Chironomus em condi¢des normal e deformados

a) Normal b) Deformidade do tipo “gap”

o
;(1”\'_,;1' =

¢) Bifurcacdo do dente central d) Falta de dente lateral

e) Excesso de dentes laterais f) Quebra de dente

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann e Fabiana Bonani (2004)
Notas: normal (a), com deformidades do tipo “gap” (b), bifurcacdo de dente central (c), falta (d)
e excesso de dentes laterais (e) e quebrado (f).

6 SAUDE OCUPACIONAL

Algumas etapas da andlise de comunidade bentonica exigirdo o uso de
equipamentos de protecao individual (EPI) ou coletivo (EPC).
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Na coleta, por requerer o uso de embarcagdes, a seguranca do trabalho
dependera em grande parte da habilitagdo e treinamento dos pilotos. Estabilizar
um barco em situacdes de forte correnteza, evitar pedras e troncos submersos,
agir rapidamente em emergéncias sdo capacitagdes desejaveis ao piloto e co-
piloto da embarcagdo. A presenca de dois membros da equipe com habilitacao
para a navegacao também é garantia de seguranca, j& que numa emergéncia ou
na impossibilidade temporéaria do piloto conduzir a embarcacao sempre havera
o segundo piloto para fazé-lo. Uma pessoa que fique na margem, como apoio
em terra, também ¢é desejavel, principalmente em ambientes de grandes
proporgdes, como o sdo varios reservatorios do estado de Sdao Paulo. Além
disso, é importante zelar pela manutencdo do préprio barco e de seus
equipamentos de protecdo coletiva, como botes salva-vidas, boias circulares,
sinalizadores e aparelhos de comunicacdo a distancia. Este material deve estar
disponivel, especialmente em embarcacdes de maior porte que naveguem em
grandes reservatorios. Os tripulantes devem utilizar EPI, como: colete salva-
vidas, luvas, 6culos e protetor solar.

Os técnicos coletores também devem ser capacitados no manuseio dos
equipamentos. Os mecanismos de fechamento dos pegadores muitas vezes
operam de forma violenta para evitar o bloqueio das garras por pedras, galhos
ou outros detritos. Travas de seguranca devem ser adicionadas a estes
equipamentos para evitar riscos, inclusive de amputagao, em sua operagao.

No campo, os técnicos devem utilizar luvas de protecdo e, no momento da
fixacdo da amostra com formol, devem também colocar um respirador
descartavel para evitar inalagdo de vapores deste composto, comprovadamente
cancerigeno.

Em laboratério a amostra deve ser lavada em pia, sob um exaustor ou capela e o
técnico deve utilizar avental, luvas de borracha e, se preferir, também um
avental de pléstico, do tipo utilizado por agougueiros.

Usar as luvas sempre que for manipular o corante rosa de bengala ou retira-lo
da amostra, j4 que este é mutagénico.

Para a satde do analista é aconselhavel manter a amostra, apés lavagem, em
alcool 70-80 °GL.

A analise de macroinvertebrados ndo exige muita adequagdo na estrutura fisica
do laboratério. E necessario uma bancada para acomodacio dos equipamentos
opticos (lupa e microscépio) ou da base iluminadora e de uma pia. Nesta
questdo, em relacdo a satide ocupacional, um dos focos principais na andlise de
bancada serd com a ergonomia, ou seja, com o uso de bancadas e cadeiras
apropriadas para a correta postura diante dos equipamentos O6pticos. Além
disso, o tempo prolongado de observagdo em microscopia, na direcdo de um
campo iluminado ou, as vezes, diretamente para a fonte luminosa, pode causar
problemas com a visdo. O analista em geral tende a piscar menos do que o
necessario, causando secura nos olhos, e a luz intensa sobre a retina pode
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prejudica-la. Consequentemente é adequado que se realizem breves descansos
em intervalos de 40-50 minutos e que o trabalho em bancada ocupe no maximo
70% do trabalho didrio do analista.

Amostras ja analisadas sdo descartadas em lixo comum apos a retirada de seu
contetudo liquido (&lcool).

7 SISTEMA DE QUALIDADE ANALITICA

A implementacdo de um sistema de qualidade para analises ambientais
assegura a confiabilidade do resultado obtido e fortalece sua aplicagdo como
instrumento legal sendo, portanto, fundamental para os 6rgaos de controle
ambiental. O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO) acredita analises ambientais segundo a Norma ISO-IEC
17025 (ABNT, 2005), incluindo a andlise de comunidade bentonica (ou
macroinvertebrados aquéticos). Todos os funcionarios devem receber
treinamento sobre a Norma e seus requisitos.

O sistema exige uma série de documentagdes técnicas, nas quais sdo descritas as
metodologias empregadas, e administrativas, que, por exemplo, definem
responsabilidades, registram o treinamento dos técnicos e permitem a
rastreabilidade do dado.

No primeiro caso encaixam-se o Procedimento Operacional Padronizado (POP)
e a Instrucdo Operacional de Trabalho (IOT). O primeiro documento, Ginico e
mais importante para cada andlise, deve descrever o método de determinagao
da varidavel e o segundo, geralmente em maior ntmero, deve descrever
operagdes em complemento ao primeiro, como por exemplo, a preparacao de
uma solucdo ou o uso de algum software.

Administrativamente, deve estar registrado o treinamento de cada funcionario
e suas responsabilidades dentro do laboratério. A geréncia também deve
manter um calendario de manutencao preventiva para equipamentos e outros
bens do laboratério. Todos os equipamentos, de campo e de laboratério, devem
estar em perfeitas condi¢des de uso.

Para garantir a rastreabilidade do dado, cada amostra recebida no laboratoério
deve ter o registro de suas condi¢des e do responsédvel por determinada agao.
Por exemplo, um registro de entrada de amostras pode nao s6 identificar todas
as amostras que entraram para aquela varidvel, mas em que data o fizeram, a
que projeto pertencem, caracteristicas de campo que possam ser importantes
(como local, profundidade de coleta, tipo do pegador, para definir a drea de
amostragem) e o responsavel pelo recebimento.

Atencao: é no recebimento que se identifica se a amostra esta em conformidade
com os critérios de qualidade que envolvem a coleta e a preservagdo em campo.
Se a amostra nao estiver de acordo com os procedimentos estabelecidos ela
estard em nao conformidade e ndo devera ser aceita pelo laboratoério, pois erros

56



PROTOCOLO PARA O BIOMONITORAMENTO COM AS COMUNIDADES BENTONICAS DE RIOS E
RESERVATORIOS DO ESTADO DE SAO PAULO

analiticos nao controlados podem distorcer o resultado final. Exceto se o cliente,
apods ciéncia do problema, precise do dado e solicite, por escrito, a andlise,
mesmo com restri¢do na qualidade do resultado. Por exemplo, se a amostra nao
foi fixada em campo e nem mantida em gelo e demorou mais de 24 horas para
chegar ao laboratério, ela sofreu um processo de decomposicdo que também
deve ter afetado os organismos da fauna. Consequentemente, o analista pode
ndo ter condicdo de avaliar se espécimes em mau estado ja estariam mortos no
momento da coleta ou se morreram no processo de deterioragdo da amostra.

Todo o tratamento a que a amostra for submetida (por exemplo, a malha da
rede de lavagem ou a flutuacdo com sal), e o responsével pela sua realizagdo
também devem estar registrados.

Os responsédveis pelas diferentes etapas da andlise (triagem, retriagem,
identificacdo e reidentificacdo) também devem ser registrados, j4 que uma
mesma amostra pode passar por mais de um analista.

Os cuidados com a qualidade da anélise de comunidade bentonica englobam
procedimentos relacionados desde a tomada da amostra até a expressdao de seu
resultado. Qualquer fonte de erro que possa comprometer a fidelidade do
resultado a realidade local em investigacdo deve ser cercada por cuidados,
alguns dos quais formarao o Controle de Qualidade Analitico (CQA) da analise.

Para a analise de macroinvertebrados aquaticos foram definidos dois CQAs, um
na etapa de triagem e outro na identificagdo dos organismos:

71 CQA -triagem

Todas as amostras triadas devem ser guardadas para posterior avaliacdo do
CQA de triagem. E aconselhavel indicar na etiqueta as amostras ja triadas e
armazenadas para o CQA, de forma a ndo serem confundidas com aquelas que
ainda necessitam de triagem. Neste controle, a cada 10 amostras analisadas por
um técnico ja capacitado, uma (10%) sera sorteada para retriagem por outro
técnico. E considerado aceitdvel um méximo de 5% de perda de organismos
(para amostras quantitativas) ou tdxons (para amostras qualitativas). A
estimativa de perda é calculada segundo as seguintes férmulas:

Estimativa de perda para amostras quantitativas:

D_Fil' %100, onde P = nimero de organismos encontrados na retriagem (1)

DT = densidade total da amostra na triagem

57



PROTOCOLO PARA O BIOMONITORAMENTO COM AS COMUNIDADES BENTONICAS DE RIOS E
RESERVATORIOS DO ESTADO DE SAO PAULO

Estimativa de perda para amostras qualitativas:

T .
< <100, onde T = namero de tdxons encontrados na retriagem,  (2)

~

que nao haviam sido registrados na triagem
S = namero total de tdxons na amostra triada

Se a andlise efetuada por um técnico treinado exceder o critério de
aceitabilidade, outra amostra sua, imediatamente anterior ou posterior, sera
retriada até que tenha atingido o critério.

Perdas na triagem decorrem de distracdo, que pode ser eventual, restrita a uma
amostra, ou mais frequente, e ter origem ambiental ou pessoal. Se a perda
recorrer para um determinado técnico, eventuais causas, como excesso de
visitas no laboratério, ma agdo do corante, mau conhecimento de espécies que
compdem a amostra e cansago, devem ser detectadas e sanadas.

Técnicos em treinamento devem ter 100% das amostras retriadas até que seu
trabalho se estabilize dentro da faixa de aceitabilidade. Analises realizadas por
estagidrios sempre devem ser retriadas por funcionarios treinados do
laboratério.

7.2 CQA -identificacao de organismos

Também no controle da qualidade na identificagdo dos organismos, 10% das
amostras identificadas por um bidlogo capacitado serd revisada por outro, mas
apenas no caso do laboratério desejar verificar a variabilidade (ou conflito de
identificacdo) entre os resultados de dois analistas. Neste caso é aceita uma
variabilidade de 20%. Este valor foi estabelecido a partir das distor¢es no
indice utilizado para o diagnodstico da qualidade ambiental na rede de
monitoramento (o ICB, ver item 8). Para outros usos do dado, outro valor de
aceitabilidade deve ser avaliado.

A amostra (preferencialmente a de maior riqueza no lote de 10) é analisada pelo
analista 1 e pelo analista 2 (figura 3) e os dois resultados sdo colocados em
paralelo para que se identifique perdas (P = taxon cuja ocorréncia o primeiro
analista registrou mas o segundo ndo) e ganhos (G = tdxon registrado pelo
segundo analista mas ndo pelo primeiro). Calcula-se, entdao, o
Dimensionamento de Conflito (DC) como:

ﬁ—a: %100, onde PG = maior valor entre Perdas (P) e Ganhos (G) 3)

Sm = riqueza média das duas leituras
Analistas em treinamento serdo habilitados quando concordarem em 90% com a

identificacdo do analista treinado ao nivel taxonémico imediatamente superior
ao da andlise e em 80% ao nivel taxonomico da andlise. Por exemplo, para
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analises em FAMILIA a concordancia de 90% devera ser medida em ORDEM e

de 80% em FAMILIA.

Figura 3 - Exemplo de formulario para CQA de identificacao taxonémica

BENTOS '
CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICA
= IDENTIFICACADO TAXONOMICA —
CE | EDE}: FICHA DE REIDENTIFICACAQ E RECONTAGEM (Leitura
Frojeto; Sub-amostragemna 17 leiura (tdxons)
Local
Fonta: Responsévelpels ieitura 1:
Dsts da coleta Responsavel peis leitura 2%
N° da amostrafréplica. Fator (para ind./m*).
Leffura 2 Leitura 1
Taxons Recontagem Tot. Taxons Tot.
Confitos de ideniificsgdo enire Leiuras:
Tipo Taxons Numero
Berdas (F)
Ganhos (G)
Obsenvacdo:
Dimensionamento do Conflito (%)
Indices Riqueza Diversidsde Tolerdncia Sensbiidzde B
(sl {H ou ICS) (T/0T) (55 ou THCH]) oo
Leitura 1
Leitura 2
Média =DP
*Nome e rubncs do feonico responsavel pels aividsde. Foomespondents 50 spresenisoo noe laudo
| Sao SrEsl Shii

Fonte: CETESB (2007)

59



PROTOCOLO PARA O BIOMONITORAMENTO COM AS COMUNIDADES BENTONICAS DE RIOS E
RESERVATORIOS DO ESTADO DE SAO PAULO

Os resultados do CQA de identificagdo de organismos podem indicar os grupos
taxondmicos de maior dificuldade (grande frequéncia de conflitos) da equipe e,
consequentemente apontar para a necessidade de treinamento dos analistas.

O conhecimento do analista na identificagdo dos grupos taxondmicos que
compdem a fauna de macroinvertebrados é chave para a garantia da veracidade
e, portanto, da qualidade dos dados. Varias ferramentas podem e devem ser
desenvolvidas pelo laboratério para que se mantenha a qualidade de seus
resultados. A manutencdo e atualizagdo de material bibliografico relacionado a
taxonomia de macroinvertebrados aquéticos, como artigos e livros, é requisito
obrigatorio, assim como a realizacdo de cursos com especialistas. A capacitagdo
na identificacdo dos diferentes grupos pelos técnicos pode ser evidenciada nao
apenas pela apresentacdo do certificado de comparecimento a um determinado
curso, mas também pelo registro de seu aproveitamento em provas que podem
se seguir ao treinamento e/ou por ensaios interlaboratoriais de calibragao.
Porém, neste ultimo caso, no momento ndo ha nenhuma instituicdo que ofereca
tal ensaio no Brasil. O conhecimento de listas de ocorréncia dos diferentes
grupos taxonomicos auxilia o analista a ndo cometer erros grosseiros de
identificacdo, principalmente quando este se utiliza de chaves de identificacdao
estrangeiras. A organizagdo de catalogos com informacdes, desenhos e fotos dos
tdxons que podem ocorrer na regido de abrangéncia das andlises também ¢é de
grande auxilio. Muita informacdo pode ser obtida em sites de especialistas. A
organizacdo e manutencao de colecdes referéncia de organismos, avalizada por
um especialista de cada grupo taxondmico, é um instrumento similar ao usado
pelas andlises quimicas para garantir o bom estado de seus equipamentos e,
portanto, tem sido bem aceito pelo sistema de qualidade. A colegdo (foto 23)
deve receber os cuidados de armazenamento e manutencio similar aos de um
museu de zoologia. Por exemplo, armazenamento em local escuro e livre de
umidade e revisdo periddica do conservante (em geral, alcool 80 °GL). O
laboratério pode também manter uma lista de especialistas colaboradores para
garantir uma checagem final em uma davida que persista mesmo apés o uso de
todos os recursos do laboratorio.
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Foto 23 - Colecao referéncia para familias de Trichoptera

TRICHOPTERA

Adolfo Ricardo Calor
acalor br

Taxonomia de Trichoptera

Laboratério de Entomologia Aqutica
Departamento de Biologia, Setor de Ecologia e Evolugao
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeiréo Preto
Universidade de Sdo Paulo

Fonte: M6nica Luisa Kuhlmann (2012)
Nota: Organizada e avalizada pelo especialista prof. Dr. Adolfo A. Calor (UFBA).

A emissdo de boletins de andlise (laudos) deve ser preferencialmente realizada
apos o término das anédlises de CQA. Se a emissdo ocorrer antes e for detectado
um ou mais problemas em alguma andlise o cliente ou coordenador do projeto
deverad ser avisado e o boletim corrigido e substituido.

Qualquer desvio do procedimento de analise descrito deve ser comunicado ao
cliente, que deve se manifestar quanto ao aceite ou nao da modificagao.
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Copias do boletim e as fichas de coleta e de registro dos dados brutos podem
ser armazenados juntos e encadernados de acordo com o projeto e/ou ano, para
facilitar sua rastreabilidade. O tempo de armazenamento de um dado é
definido no Manual de Qualidade do laboratério sendo, em geral, de cinco
anos.

8 TRATAMENTO DE DADOS

No diagnostico da qualidade ambiental de ecossistemas aquaticos, os dados de
comunidade bentdnica tém o papel de avaliar a qualidade do ambiente em
termos de preservagao de toda sua biodiversidade. E uma medida ecolégica do
estado de um corpo d’dgua que, aliada as medidas fisicas, quimicas e
ecotoxicologicas permite que se verifique se um ambiente estd ou ndo
degradado, qual o seu grau de degradacdo e, muitas vezes também quais
poderiam ser as causas da degradacao.

Transformar a informacdo biolégica em um ntmero ndo é tarefa facil, mesmo
porque o universo biol6égico é complexo e ndo exato. Mesmo assim, muitos
realizaram este feito, dando origem a uma infinidade de indices encontrados na
literatura de biomonitoramento (por exemplo, RESH; JACKSON, 1993). Este
esforco demonstra a importdncia desta traducdo, que ndo sé permite
dimensionar a alteragdo na biota causada por um estressor, como facilita a
comunicagdo com profissionais de outras carreiras.

Algumas caracteristicas devem ser verificadas na escolha do indice:

* Seu poder estatistico (CARLISLE; CLEMENTS, 1999), dado em % deve
ser elevado, Eendo )calculado como:
Ir =1t
Cvr @
Onde,
(Ir-It) = diferenca entre o valor do indice no ambiente referéncia e no
tratamento
CVr = coeficiente de variacdo entre as réplicas do ambiente referéncia

e O coeficiente de variacdo deve ser baixo entre os dados do ambiente
referéncia.

* Ser sensivel ao gradiente de qualidade (CARLISLE; CLEMENTS, 1999),
de preferéncia, fornecendo diferentes respostas aos diferentes
estressores.

* Ter relevancia ecolégica, ou seja, retratar as alteracoes sofridas pela biota
em resposta ao impacto, ao nivel populacional ou de comunidade.

* Ser de facil compreensdo e calculo, de forma a ser claro aos nao
especialistas.
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*  Minimizar a variabilidade espacial, com a padronizacao do habitat.

* Minimizar a variabilidade temporal do dado, com a definicdo de um
periodo fixo de coleta.

Evitar a redundédncia de informagdo na montagem de um indice
multimétrico. Por exemplo, ndo utilizar dois indices de diversidade.

Ser de baixo custo. Indices quantitativos em geral custam mais por
exigirem réplicas.

Indices multimétricos agregam em um ndmero varios indices (ou métricas),
cada qual abordando um aspecto diferente da comunidade alterado em fungao
de impactos de origem antrépica. O primeiro indice deste tipo foi o Index of
Biotic Integrity (IBI), desenvolvido para a ictiofauna por Karr (1981 apud
KLEMM et al., 1990). Em 1989 a USEPA de Ohio (USEPA, 1989) adaptou este
indice para macroinvertebrados, denominando-o Invertebrate Community Index
(ICI), a partir do qual vérios outros surgiram. Atualmente é, provavelmente, a
linha de diagnose mundialmente mais adotada, tendo absorvido em sua
constituicdo muitos indices biéticos e de comunidade.

Para o monitoramento da qualidade das &guas interiores do estado de Sao
Paulo a partir de dados de macroinvertebrados bentonicos de rios e
reservatorios, a CETESB desenvolveu e adotou o Indice da Comunidade
Bentonica (ICB). Este indice tem este cardter multimétrico e possui versdes
diferentes para cada tipo de sistema analisado: ICBrio (figura 4), para as
comunidades de rios de médio a grande porte; ICBress. (figura 5), para
comunidades da regido sublitoral de reservatérios e ICBresr (figura 6), para
comunidades da regido profundal de reservatorios.
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Figura 4 - Indice da Comunidade Bentonica para rios (ICBrio)

CLASSE PONTO S ICS H’ T/DT Ssens
PESSIMA 5 AZOICO

RUIM 4 <5 <3,00 <1,00 >0,75 0

REGULAR 3 6-13 >3,00-<950 >1,00-<150 =0,50-<0,75 1

BOA 2 14-20 >950-<2000 >150-<250 >0,25-<0,50 2

OTIMA 1 >21 > 20,00 > 2,50 <0,25 >3

Fonte: Monica Luisa Kuhlmann (2012)

Figura 5 - Indice da Comunidade Bentonica para regiao sublitoral de
reservatorios (ICBRrgs-s1)

CLASSE = PONTO S ICS H’ T/DT Ssens

PESSIMA 5 AZOICO

RUIM 4 1-8 <5,00 <1,50 =0,70 0

REGULAR 3 9-16 500-<1500 >1,50-<225 0,40-<0,70 1

BOA 2 17-24 15,00-<2500 >225-<350 0,10-<040 2

OTIMA 1 =25 = 25,00 > 3,50 <0,10 >3

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2012)

Figura 6 - Indice da Comunidade Bentonica para regiao profundal de
reservatorios (ICBres.p)

CLASSE PONTO S ICS H’ T/DT Tt/Chi

PESSIMA 5 AZOICO

RUIM 4 1-3 <1,00 <0,50 > 0,80 <0,03

REGULAR 3 4-6 >1,00-<350 >050-<150 =>0,50-<0,80 >0,03-<0,06

BOA 2 7-9 >350-<7,00 >1,50-<2,00 =0,20-<0,550 >0,06-<0,10

OTIMA 1 210 >7,00 >2,00 <0,20 >0,10
Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2012)

Os seguintes indices descritores da estrutura das comunidades bentonicas
compdem o ICB:
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1. Riqueza (S), sendo simplesmente a soma das categorias taxonomicas
encontradas na amostra.

2. Indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’), calculado com log em base
2 (WASHINGTON, 1984).

3. Indice de Comparacao Sequencial (ICS), (CAIRNS; DICKSON, 1971),
determinado por software desenvolvido pelo prof. Dr. Aristotelino Monteiro
Ferreira para a CETESB (HENRIQUE-MARCELINO et al., 1992).

4. Razdao Tanytarsini/Chironomidae (Tt/Chi), com dados de densidade
(USEPA, 1989).

5. Riqueza de taxons sensiveis (Ssens), em que sdo considerados sensiveis as
familias de Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera e o género Stempellina de
Chironomidae-Tanytarsini em rios e as familias de Ephemeroptera, Odonata,
Trichoptera e os géneros Stempellina, Stempellinella e Constempellina de
Chironomidae-Tanytarsini em reservatorios.

6. Dominancia de grupos tolerantes (I/DT), em que sdo considerados
tolerantes, Tubificidae sem queta capilar, Tubificidae com queta capilar (s6
Tubifex), Naididae e Chironomus, em rios e Limnodrilus hoffmeisteri,
Bothrioneurum, Tubifex, Dero, Pristina, Pristinella e Chironomus, em reservatorios.

Para o célculo do Indice da Comunidade Bentonica apenas um dos indices de
diversidade (H" ou ICS) é considerado, dando-se preferéncia ao ICS, cuja
amplitude de variacdo é maior. O valor final, que gera o diagnéstico ou a
classificacao da qualidade do habitat, sera simplesmente a média aritmética do
valor obtido com a soma dos pontos de cada métrica. Por exemplo, para um
determinado ambiente ribeirinho, os valores das métricas foram:

S 8
ICS 12,08
T/DT 0,68

Ssen 0

Os pontos de cada métrica serao:

S 8 3
ICS 12,08 2
T/DT 0,68 3
Ssen 0 4

Entdo, o ICBrio =3 +2 +3 + 4 =12 + 4 = 3, portanto a qualidade ecolégica deste
ambiente serda REGULAR.

E importante destacar que o nivel de identificacdo taxondmica, especialmente

para Chironomidae e Oligochaeta, difere de acordo com o ambiente. Assim, em
rios, em que a fauna bentOnica é representada por uma maior variedade de
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grupos taxonomicos, a identificacdio de Chironomidae atinge subfamilias
(Tanypodinae e Orthocladiinae) e tribos (Tanytarsini e Chironomini) e de
Oligochaeta, familias (Opistocystidae, Enchytraeidae, Lumbriculidae,
Aelosomatidae) e subfamilias (Naidinae e Tubificinae). J& em reservatorios,
onde os dois grupos predominam e, ndo raramente, representam mais de 80%
das comunidades bentodnicas, a identificagdo deve diferenciar seus géneros.

Na interpretacdo do resultado de frequéncia de deformidades em mento de
Chironomus, consideram-se os niveis naturais destas alteracdes morfologicas
como basais, acima dos quais se evidencia a agao de poluentes. Para o estado de
Sao Paulo, Bonani (2010) sugeriu o valor de 2% como limite entre o natural e o
provocado por contaminacdo quimica do ambiente, diante da observacdo de
auséncia total a 24% de deformidades em mento de larvas coletadas em
ambientes mais preservados. Por outro lado, considerando que o maior valor
encontrado foi de 43% (rio Quilombo) (CETESB, 2005) e que ambientes com
forte influéncia de esgotos domésticos, exibem frequéncias de 4-6%, como os
rios Sorocaba (KUHLMANN et al., 2007) e Jacupiranguinha (CETESB, 2009),
foram definidas as seguintes faixas de qualidade (figura 7) para esta métrica:

Figura 7 - Faixas de qualidade

QUALIDADE FREQUENCIA RELACAO COM O AMBIENTE
, Ambiente sem contaminantes que promovam a mé
OTIMA <2%

formacdo do mento de Chironomus

Frequéncia provavelmente provocada por
REGULAR 21-6%

contaminantes diluidos no esgoto doméstico

Frequéncia provavelmente provocada por
RUIM >6%
contaminantes quimicos lancados ao ambiente

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2012)
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APENDICE B
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v' Bureau of Laboratories List of Keys and Guides - Florida Department of

Environmental Protection: http:/ /www.dep.state.fl.us/labs/ cgi-

bin/sbio/keys.asp (chaves de identificagdo para vérios grupos,

desenvolvidas para o Estado da Florida)
v" California Digital Reference Collection - Department of Fish and Game:

http:/ /www.dfg.ca.cov/ABL/Lab/CA digital ref Psephenidae.asp

(guia ilustrado de identificagdo de grupos bentonicos)
v Chaves Taxondmicas - Biota/FAPESP:

http:/ /sites.tfclrp.usp.br/aguadoce/botoes.htm (chaves de identificagdo

de algumas ordens bentdnicas desenvolvidas no projeto Biota-Fapesp
para o Estado de Sao Paulo)
v Chironomid Research Group - University of Minessota:

http:/ /www.entomology.umn.edu/midge/ (biologia de Chironomidae

e guia ilustrado para organismos bentonicos)

v" Chironomidae and Water Beetles of Florida web site:

http:/ /home.comcast.net/~johnepler3/index.html (informagodes,
download de chaves de identificagdo)
v Digital Key for Aquatic Insects of North  Dakota:

http:/ /www.waterbugkey.vcsu.edu/ (chave ilustrada para identificagdo

de grupos bentonicos)
v" Diptera: Chironomidae.

http:/ /sites.ffclrp.usp.br/aguadoce/chironomidae/chiroindex.htm

(listagem de ocorréncia das espécies brasileiras de Chironomidae)
v" Discover Life Plecoptera:

http:/ /www.discoverlife.org/20/g?search=Plecoptera (informagoes,

links, imagens)
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v" Discover Life Trichoptera:

http:/ /www.discoverlife.org/20/g?search=Trichoptera (informagdes,

links, imagens)

v Dr Bill Stark’s Page: http://www.mc.edu/campus/users/stark/

(atualizagdes e links para Plecoptera)

v Entomologistas do Brasil: http://www.ebras.bio.br/dives/index.asp
(informac6es, download gratuito de artigos)
v' Ephemeroptera do Brasil:

http:/ /sites.google.com/site/ephemeropterabr/ (lista das espécies

brasileiras, download gratuito de artigos, imagens)

v Ephemeroptera Galactica: http:/ /www.famu.org/mayfly/ (informagdes,

catalogos, download gratuito de artigos)
v' Freshwater Benthic Ecology and Aquatic Entomology Homepage:
http:/ /www.chebucto.ns.ca/ccn/info/Science/SWCS/ZOOBENTH/BE

NTHOS/benthos.html (informacdes, valores de tolerancia, download)

v Gordon’s Trichoptera Page:

http:/ /www.earthlife.net/insects/trichopt.html (informacdes, lista e

sites)
v' Identification and Ecology of Australian Freshwater Invertebrates:

http:/ /www.mdfrc.org.au/BugGuide/ (material para identificacdo de

grupos bentdnicas por imagens e descricdes)

v" Illiesia - International Journal of Stonefly Research: http:/ /www?2.pms-

lj.si/illiesia/html/2010.html (download gratuito de artigos)

v' Instituto Horus: http://www.institutohorus.org.br/ (banco de dados e

informagodes sobre as espécies exéticas invasoras do Brasil)
v" Invertebrates as Indicators - United States Environmental Protection

Agency: http:/ /www.epa.gov/bioindicators/html/invertebrate.html

(informacoes, imagens, sites, relatorios)
v' Key to Aquatic Macroinvertebrates - New York State Department of
Environmental Conservation:

http:/ /www.dec.ny.gov/animals/35772.html
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v Nederlandse zoetwater bryozoén (mosdieren):

http:/ /www.bryozoans.nl/ (Informagdes e 6timas fotos de briozoéarios)

v North American Benthological Society:

http:/ /www.benthos.org/index.aspx (informacdes, acesso aos arigos do

JNABS s6 para asociados)
v' Plecoptera:

http:/ /www.cals.ncsu.edu/course/ent425/compendium/stonef~1.html

(informagodes)

v' Tree of Life Web Project - Trichoptera: http://tolweb.org/trichoptera
(filogenia da ordem)

v’ Tree of Life Web Project - Plecoptera:
http:/ /tolweb.org/ tree?group=Plecoptera (filogenia da ordem)

v' Trichoptera World Checklist:

http:/ /entweb.clemson.edu/database/ trichopt/

v Troutnout.com: http://www.troutnut.com/ (fotos de Ephemeroptera,
Trichoptera e Plecoptera)
v' Walker, I. R, 2007. The WWW Field Guide to Fossil Midges:

http:/ /www.paleolab.ca/wwwguide/ (chave de identificacdo com

imagens fotograficas de géneros de Chironomidae)
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ANEXO A

Espécies de macroinvertebrados aquaticos ameacadas de extin¢ao com
ocorréncia no estado de Sao Paulo

Porifera - Desmopongiae

Familia Potamolepidae
Uruguaya corallioides (EN)

Ocorréncia: Bacias dos rios Parana e Tieté.
Principais ameacas: Construcao de barragens.
Mollusca - Bivalvia

Familia Hyriidae
Castalia undosa (EN)

Ocorréncia: Bacias dos rios Parand, Paranapanema, Grande e Tieté. No
Programa Biota-Fapesp foi coletado nos municipios de: Porto Ferreira,
Jardinépolis (Rio Pardo), Paulo de Faria, Paranapud, Pirassununga, Araraquara e
Sao Carlos.

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Corbicula fluminea).

© Centro de Referéncia em Informagdo Ambiental
0 42 84 126 165 km

Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)
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Diplodon caipira (EN)

Ocorréncia: Rios Sapucai e Pardo.

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Corbicula fluminea e Limnoperna fortunei).

Diplodon expansus (VU)

Ocorréncia: Baixo rio Tieté. (em UC: Reserva Biolégica da Serra do Mar)

Principais ameacas: Destruigao de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Melanoides tuberculatus e Corbicula fluminea).

Diplodon fontainianus (EN)

Ocorréncia: Bacias dos rios Tieté, Parand, Paranapanema e em rios da costa
atlantica.

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras.

Diplodon greeffeanus (EN)

Ocorréncia: Afluentes do médio e alto rio Parana.

Principais ameacas: Destruigdo de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Melanoides tuberculatus e Corbicula fluminea).

Diplodon martensi (VU)

Ocorréncia: em UC: Reserva Biologica da Serra do Mar.
Principais ameacas: Destruigao de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Limnoperna fortunei e Corbicula fluminea).
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Diplodon rotundus (EN)

Ocorréncia: Bacias dos rios Sapucai, Pardo e Mogi-guacta. No Programa Biota-
Fapesp foi coletado nos municipios de: Sta Rosa do Viterbo, Ourinhos (Rio
Fartura), Teodoro Sampaio, Porto Ferreira, Sao Joaquim da Barra, Ipua, Guair4,
ITha Solteira, Pereira Barreto, Buritama (Res. Nova Avanhandava), Tambau,
Jardinépoilis, Pirassununga, Itapira, Braganca Paulista (Rio Atibaia), Morungaba
(Rio Jaguari), Valinhos (Rio Jaguari - Usina Esther), Cosmopolis (rio Piracicaba),
Piracicaba, Laranjal Paulista (Rio Lara), Piraju (Rio Paranapanema) e Taquarituba
(Rep. Guaranapanema).

Principais ameacas: Destruigdo de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras.

Diplodion rotundus

Diplodon robndus
Ciplodon roundus

Oiplodon robundus
Diplodon rikh

© Centro de Referéncia em Informagdo Ambiental sgl‘a
0 42 84 126 168 kn I - I rvg@

Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)
Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)
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Familia Mycetopodidae
Anodontites soleniformes (VU)

Ocorréncia: Bacias dos rios Parand, Paranapanema, Grande e Tieté. No
Programa Biota-Fapesp foi coletado nos municipios de: Jardindpolis (Rio Pardo) e
Sao José da Bela Vista.

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competicdo com espécies exdticas
invasoras.

Arodoribys soleriformes

® Centro de Referéncia em Informagio Ambiental ggda
0 42 54 126 168 km I o I rv.g'@

Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)
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Anodontites tenebricosus (VU)

Ocorréncia: No Programa Biota-Fapesp foi coletado no municipio de: Caconde
(Rio Pardo).

Principais ameacas: Destruicdao de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Limnoperna fortunei e Corbicula fluminea).

i dontibe s b rsbricosas

I Rrar & Centro de Referéncia em Informagio Ambiental S‘?H’gr’@
Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informagdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)
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Anodontites trapesialis (VU)

Ocorréncia: Bacias dos rios Parand, Paranapanema, Grande e Tieté. No
Programa Biota-Fapesp foi coletado nos municipios de: Porto Ferreira,
Ourinhos (Rio Fartura), Jardinépolis (Rio Pardo), Paranapud, Barra Bonita, Pereira
Barreto (Res. Trés Irmaos), Buritama (Res. Nova Avanhandava), Sdo Joaquim da Barra,
Tambat, Barrinha, Pirassununga, Itapira (Rio Manso e Rio do Peixe), Braganca
Paulista (Rio Atibaia), Morungaba (Rio Jaguari), Anhembi (Rio do Peixe) e
Taquarituba (Represa do Guaranapanema). Em 2003, uma populacdo desta espécie
foi observada no Res. do Rio Grande, no complexo Billings, junto &
desembocadura do Ribeirdo Pires, em frente ao Parque Municipal Milton
Marinho de Moraes (Portal Perfuradores.com, 2003). Em 2010 e 2012 foram
capturados exemplares no municipio de Monte Aprazivel (Rio Sao José¢ dos
Dourados) na Rede de Monitoramento CETESB (CETESB, 2011a).

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competicdo com espécies exdticas
invasoras.
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anodortites rapedis

Anodontibes rapedalls

Al do Paranapanemsa

Ancdortbes rapdgalls
o Paralba do Sul

Tiet&/Serocaba
Anodontites Kapedalls

Alo Paranapansma

@ Centro de Referéncia em Informagio Ambiental
035 F0 105 140 kn ’ .ﬂ,mgl

Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)

Nota: Portal Perfuradores.com, 2003. Disponivel em:

http:/ /www.perfuradores.com.br/index.php? CAT=pocosagua&SPG=noticias&TEMA=Meio %
20Ambiente&NID=0000001192).

Anodontites trapezeus (EN)

Ocorréncia: Bacias dos rios Parand, Paranapanema, Grande e Tieté. No
Programa Biota-Fapesp foi coletado nos municipios de: Porto Ferreira e Barra
Bonita.

Principais ameacas: Destruigdo de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras.
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@ Centro de Referéncia em Informagio Ambiental sgl‘a
0 42 84 126 163 km I o I rw?ﬁ

Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informagdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)

Fossula fossiculifera (EN)

Ocorréncia: Bacias dos rios Parand, Paranapanema e Tieté. No Programa
Biota-Fapesp foi coletado nos municipios de: Porto Ferreira, Sdo Joaquim da
Barra, Ipud, Jardindpolis (Rio Pardo), Caconde (Rio Pardo), Sdo José da Bela Vista,
Paranapud, Braganca Paulista (Rio Atibaia) e Morungaba (Rio Jaguari).

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competicdo com espécies exdticas
invasoras.
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Fosmula fossiculifer

Fommula o culifera

@ Centro de Referéncia em Informagdo Ambiental g‘a
0 42 84 126 168 km I o I ﬂr‘cg‘@

Fonte: Dr Wagner E. P. Avelar (http://sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)
Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)

Monocondylaea paraguayana (VU)

Ocorréncia: atualmente desconhecida no estado de Sao Paulo.

Principais ameacas: Destruicao de habitats e competicdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Limnoperna fortunei e Corbicula fluminea).

Mycetopoda siliquosa (VU)

Ocorréncia: atualmente desconhecida no estado de Sao Paulo.
Principais ameacas: Destruicdo de habitats e competigdo com espécies exdticas
invasoras (especialmente Limnoperna fortunei e Corbicula fluminea).
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Mollusca - Gastropoda

Familia Hydrobiidae
Potamolithus troglobius (VU)

Ocorréncia: E endémica das cavernas Areias I e Areias II (coordenadas
aproximadas 24°35’S; 48°42'W), localizadas no Parque Estadual Turistico do
Alto Ribeira.

Principais ameacas: Visitacao excessiva das cavernas, alteracdes na qualidade
do habitat e competicdo com espécies exdticas invasoras, especialmente
Melanoides tuberculatus.

Malacostraca - Amphipoda

Familia Hyalellidae
Hyalella caeca (VU)

Ocorréncia: Restrita a Gruta Tobias de Baixo, localizada no municipio do
Iporanga (Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira).

Principais ameacas: Mineragao ilegal de calcareo, excesso de visitagao das
cavernas e degradacao do habitat.
Malacostraca - Decapoda

Familia Aeglidae
Aegla cavernicola (VU)

Ocorréncia: Espécie endémica das Grutas Areias I e II, no municipio de
Iporanga. As grutas estdo situadas na Provincia Espeleolégica do Vale do
Ribeira, regido do Vale do Betari (Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira).

Principais ameacas: Excesso de visitacdo das cavernas e degradacao do
habitat.

Aegla leptochela (VU)

Ocorréncia: Espécie endémica da Gruta dos Paivas, no municipio de
Iporanga. As grutas estdo situadas na Provincia Espeleolégica do Vale do
Ribeira, regido do Vale do Betari (Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira).

Principais ameacas: Excesso de visitacdo das cavernas e degradacao do
habitat.

Aegla microphtalma (VU)

Ocorréncia: Espécie endémica da Caverna Sant’Anna, no municipio de
Iporanga. As grutas estao situadas na Provincia Espeleolégica do Vale do
Ribeira, regido da Fazenda Intervales (Parque Estadual Turistico do Alto
Ribeira).

Principais ameacas: Excesso de visitacdo das cavernas e degradacdo do
habitat, especialmente contaminacdo das aguas por metais pesados (As, Hg e
Cd).

Familia Atyidae
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Atya scabra (VU)

Ocorréncia: Rios costeiros. Em UC: Estacdo Ecolégica Juréia-Itatins e Parque
Estadual da Ilha do Cardoso. No Programa Biota-Fapesp foi coletado nos
municipios de: Peruibe (Pogo do Paraiso - Ntcleo Itingugd, Rio Perequé); Sao Sebastidao
(Rio Guaecd, Rio Toque-toque Pequeno, Rio Bela Vista, Rio Cristina), Ubatuba (Rio da
Fazenda, Rio Picinguaba, Poco do Amor - Ntcleo Picinguaba, Rio Comprido, Rio do Ouro, Rio
Marimbondo, Rio Tunhumbi, Cach. do Engenho), Cananéia (Cach. Rio Pedro Luiz), [lhabela
(Rio da Cocaia, Rio Castelhanos, Rio Trés Tombos, Rio do Curral).

Principais ameacas: Degradacao do habitat, especialmente a construcao de
barragens.

A%
v h‘ -

_— i
L~ Abyascabra ¥a scabra

@ Centro de Referéncia em Informagdo Ambienta Sgnla
0 42 8d 126 165 km ) .mg@

Fonte: Dr Sérgio S. da Rocha, Dr Emerson C. Mossolin, Dr Sérgio L.S. Bueno, Dr Fabio Kyiohara
e Dra Isabel C. Arantes (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informagdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)
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Familia Palaemonidae
Macrobrachium carcinus (VU)

Ocorréncia: Rios costeiros. Em UC: Esta¢do Ecolégica Juréia-Itatins. No
Programa Biota-Fapesp foi coletado nos municipios de: Caraguatatuba (Rio
Claro, Rio Mococa), Peruibe (Rio Perequé), Ubatuba (Rio da Fazenda, Rio da Canoa, Rio
Picinguaba, Poco do Amor - Ntcleo Picinguaba, Rio do Ouro, Rio Marimbondo), Cananéia

(Rio Branco), Sdo Sebastido (Rio Toque-toque Pequeno, Rio Bela Vista), [lhabela (Rio
Cocaia, Rio do Curral).

Principais ameacas: Degradacao do habitat, especialmente a construcao de
barragens.
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Fonte: Dr Sérgio S. da Rocha, Dr Emerson C. Mossolin, Dr Sérgio L.S. Bueno, Dr Fabio
Kyiohara, Dra Isabel C. Arantes, Dr Célio Magalhdes e Dra Georgina Bond-Buckup

(http:/ /sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)

Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold /)
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Insecta - Ephemeroptera

Familia Leptophlebiidae
Perissophlebiodes flinti (EN)

Ocorréncia: Riachos rapidos da Mata Atlantica. Em UC: Parque Estadual
Intervales. No Programa Biota-Fapesp foi coletado no municipio de: Guapiara.
Principais ameacas: Degradacao do habitat.

Foto: Ninfa de habito aquatico. Dr Frederico F. Salles
(http:/ /sites.google.com/site /ephemeropterabr/)

ophl abliod &= flint

2 Centro de Referéncia em Informagao Ambienta
0 42 84 126 168 km ' .ngfr@

Fonte: Dr C.M. Polegatto (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/sia/consulta?search)
Nota: Mapa construido pelo Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (SinBiota) do Programa
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Biota/FAPESP (http:/ /sinbiotal.biota.org.br/atlasold/)
Insecta - Odonata

Familia Coenagrionidae
Minagrion mecistogastrum (VU)

Ocorréncia: Ambientes aquaticos inseridos no bioma Mata Atlantica, nos
municipios de Iporanga, Barueri, Juquid, Jacarei e Sales6polis. Em UCs: Parque
Estadual da Serra do Mar - ntcleo Caraguatatuba, Parque Estadual de
Jacupiranga e Estacdo ecolégica da Juréia-Itatins.

Principais ameacas: Degradacao do habitat.

Fonte: Brasil (2003, 2004), Machado, Drummond e Paglia (2008) e Programa Biota - FAPESP
(http:/ /www.biota.org.br/index).

Legenda: EN= em perigo; VU = vulneravel.

Nota: segundo Instru¢des Normativas do Ministério do Meio Ambiente n°s 03/03 e 05/04
(BRASIL, 2003, 2004). Status de acordo com Machado, Drummond e Paglia (2008)
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ANEXO B

Espécies exdticas invasoras e com potencial de bisdo de macroinvertebrados
aguaticos para o estado de Sao Paulo.

Em 09/11/2011, o Conselho da Secretaria do Meio Ambiente do estado de Sao
Paulo aprovou a Deliberacito CONSEMA Normativa -2 (SAO PAULO, 2011)
que regulamentou a elaboracdo e atualizacdo da lista de espécies exdticas
invasoras para o estado de Sao Paulo. De imediato, das espécies bentonicas de
agua doce, apenas o mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) foi listado como
espécie invasora. As outras espécies abaixo listadas deverdo passar por anédlise
de risco de bioinvasdo antes de pertencerem a lista oficial, mas a literatura
(MAGALHAES et al., 2005; SIMONE, 2006; GAZOLA-SILVA; MELO; VITULE,
2007; SURIANE; FRANCA; ROCHA, 2007; SOUZA; CALAZANS; SILVA, 2009;
ROCHA et al., 2011) ja as indica como invasoras em Sao Paulo e/ou em estados
vizinhos. O pitu de 4gua doce, Macrobrachium rosenbergii, embora nao oferega
risco de bioinvasdao quando cultivado no interior do Estado, por necessitar de
agua salobra para completar seu ciclo de vida, esta listado por ainda apresentar

potencial de invasdo em cultivos junto a regido costeira.
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Mollusca - Bivalvia

Familia Corbiculidae

Corbicula fluminea

Foto: Carlos Barbosa Pinto

Ocorréncias: Amplamente distribuido nas bacias hidrograficas do estado de
Sao Paulo.

Origem: China.
Introdugao: Provavelmente pela dgua de lastro.
Impacto: Desenvolvem populacdes densas que deslocam as espécies nativas

por competicao e causam entupimento de canalizagdes urbanas e dos sistemas
de resfriamento de hidrelétricas.

Fonte: Suriane, Franca e Rocha (2007) e CETESB (2003, 2004, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009, 2010, 2011, 2012).
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Familia Mytilidae

Limnoperna fortunei

Foto: Ménica Luisa Kuhlmann

Ocorréncias: Em todo trecho paulista do rio Parana, no rio Parananapena, pelo
menos até o reservatdrio Capivara, no rio Grande e na bacia do médio ao
baixo Tieté (do reservatério de Barra Bonita a sua foz), acompanhando as rotas
hidroviarias do estado.

Origem: China e sudeste da Asia.

Introducao: Descarga de dgua de lastro.

Impacto: Desenvolvem populagdes densas, fixando-se em todo tipo de
substrato, deslocando as espécies nativas por competicao ou causando sua
morte por asfixia ao desenvolverem-se sobre suas conchas. Também tem
modificado a dieta alimentar de varias espécies de peixes. Causam danos
econdmicos vultuosos ao promoverem o entupimento de canaliza¢gdes urbanas
e dos sistemas de resfriamento de hidrelétricas.

Fonte: Souza, Calazans e Silva (2009); CETESB (2007, 2008, 2009 e 2010).
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Mollusca - Gastropoda

Familia Thiaridae

Melanoides tuberculatus

Foto: Ménica Luisa Kuhlmann

Ocorréncias: Amplamente distribuido nas bacias hidrograficas do estado de
Sao Paulo.

Origem: Norte e norte da Africa, sudeste da Asia, China e Ilhas do Indo-
Pacifico.

Introducao: Aquariofilia.

Impacto: Deslocamento de espécies nativas por competigao.

Fonte: Suriane, Franca e Rocha (2007) e CETESB (2003, 2004, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009, 2010, 2012).

Crustacea - Decapoda

Familia Cambaridae
Procambarus clarkii

Ocorreéncias: Taubaté (cérrego no bairro Vila Nogueira); Sao Paulo (Parque
Municipal Alfredo Volpi); Embu (pesqueiro do Gaticho no bairro Itatuba)
Origem: Centro-sul dos EUA e nordeste do México.

Introdugdo: Aquariofilia. Liberacdo acidental ou proposital de donos de
aquario arrependidos.

Impacto: O hédbito de cavar causa prejuizo as culturas (arroz), represas e
lagoas de piscicultura. Pode causar dano as spp nativas, principalmente de
moluscos, anfibios e alevinos, principalmente como vetor de doengas, como
fungos.

Fonte: Magalhaes et al. (2005)
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Familia Palaemonidae

Macrobrachium rosenbergii
Ocorréncias: Brejo Alegre; Pindamonhangaba (viveiros do I. Pesca).
Origem: Regiao indo-pacifica (Oeste do Indo-Pacifico, do Paquistao ao
Vietnam, Filipinas, Nova Guiné e Norte da Australia).
Introdugdo: Aquicultura. Importado em 1977 de fazendas havaianas pela
UFPE e introduzido em SP, provavelmente também para fins de pesquisa, no
inicio dos anos 1980. Nao ha relato de sucesso reprodutivo da espécie em
ambiente natural (provavelmente a dificuldade consista na dependéncia da
larva ao ambiente salobro).
Impacto: ndo hé relatos de impactos econémicos ou ecolégicos.
Fonte: Magalhaes et al. (2005); Gazola-Silva, Melo e Vitule (2007).
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